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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist weltweit dasfthaufigste Malignom und
macht fast sechs Prozent aller KrebserkrankungenSaweit bekannt ist, lauft die
Hepatokarzinogenese (Leberkrebsentstehung) vedhutlials mehrstufiger
Entartungsvorgang ab, wobei die Aktivierung derohetrase als ein entscheidender
Schritt angesehen wird. Die Erforschung der molalari Ablaufe der
Leberkrebsentstehung wird vor allem durch das feblaer geeigneten humanen
Leberzelllinie behindert.

Durch Reaktivierung der Telomeraseaktivitat mittedgroviraler Transduktion der
katalytischen Untereinheit TERT (telomerase revéragescriptase) wurden humane
fotale Hepatozyten immortalisiert und in der vaykeden Arbeit als ein
Zellkultursystem proliferierender Hepatozyten homgiich ihres onkogenen
Potentials untersucht.

Die immortalisierten Hepatozyten zeigten im Verldefr Langzeitkultur, d.h. bis zu
150 Populationsverdoppelungen (PD), eine stabileRTFExpression und
Telomeraseaktivitat. Telomerase-immortalisiertal®tHepatozyten durchliefen bis
zu 150 Zellteilungen (Ende des Experiments) mipiktda Telomeren. Im Gegensatz
dazu verkurzten sich die Telomere von Kontrollzeldhne Telomeraseaktivitat pro
Zellteilung um 100 bis 150 Basenpaare (bp), bisnsieh ca. 35 Zellteilungen in
Seneszenz gingen. Die Seneszenz ist ein postrohietisZustand, der, unter
Aufrechterhaltung der Stoffwechselaktivitat, wei&tellteilungen verhindert.

Mittels zytogenetischer Untersuchungen der immisiaten Zellen wurden im
Verlauf der Langzeitkultur numerische Veranderun@ddonosomie X und Trisomie

7) in jeweils zwei voneinander unabhangig immastalien Klonen festgestellt. Die



Zusammenfassung

Veranderungen hatten keinen Einfluss auf die DNAdRaturantwort. Durch
Untersuchungen mit M-FISH (Multicolor Fluoreszena situ Hybridisierung)
konnten in numerisch veranderten oder unverénd@arierortalisierten Hepatozyten
keine weiteren strukturellen chromosomalen Veramugen, z. B. Translokationen
oder Inversionen, im Verlauf der Langzeitkulturweden werden.

Trotzt andauernder Proliferation fand sich im Sgditassay kein verankerungs-
unabhangiges Wachstum als Hinweise auf eine mdgliohligne Transformation.
AulRerdem wurden immortalisierte Hepatozyten subkuta immundefiziente
Nacktméause gespritzt. Nach mehreren Monaten kokeite Tumorwachstum als
Kennzeichen von Onkogenitat festgestellt werderns Rbsitivkontrolle wurden
Leberkrebszellen (HepG2) ausplatiert bzw. entaridierenzellen (HEK-293) in
Nacktmause gespritzt.

In ca. 50% aller humanen Tumore wurden Mutationen Allelen des
Tumorsuppressorgens p53 nachgewiesen. Die Tumombkede Wirkung von p53
basiert u.a. auf der Einleitung des Zellzyklusasremn G1/S-Ubergangspunkt im
Rahmen der DNA Reparaturantwort.

Durch eine Expressionsanalyse, konnte kein sigaitié&r Unterschied zwischen dem
p53-Expressionsniveau in immortalisierten Hepatzymit oder ohne numerische
Veranderungen sowie priméren Hepatozyten detektierden.

Zur Uberpriifung der ungestorten p53-Funktion wur@&A-Doppelstrangbriichen
induziert (ionisierte  Strahlung, Camptothecin). &nflusszytometrie und
Immunoblots bestéatigten eine ungestorte DNA-Schsal@wort via Stabilisierung
von p53 und folgender p21-Aktivierung, welche zurduktion eines G1/S

Zellzyklusarrestes in den immortalisierten Hepatemyfhrt.
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Die als Kontrollzellen verwendeten nicht-immorteisen Hepatozyten und frisch
isolierte adulte Hepatozyten ergaben &hnliche HErngsb.

Die funktionell intakte p53-vermittelte Schadensant zeigt somit indirekt, dass
die Telomerase-immortalisierten Hepatozyten keinatigrten Allele von p53

enthalten.

Zusammenfassend gesagt, zeigen die hier untersutketemerase-immortalisierten
Hepatozyten, trotz einiger numerischer Verdnderopngeoch keine onkogene
Transformation und stellen daher ein geeignetesdilydtem zur Untersuchung der

molekularen Grundlagen der Hepatokarzinogenesamgzeitkultur dar.
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|. Einleitung

l. 1. Hepatokarzinogenese

Leberkrebs ist weltweit mit jahrlich 500.000 neugdllen, davon ca. 50.000 in
Europa, das finfthaufigste Malignom und macht fasichs Prozent aller
Krebserkrankungen aus (Bosch et al., 2004). Keshrend fur das hepatozelluléare
Karzinom ist eine extrem hohe Letalitat mit einedahres-Uberlebensrate von nur
6,5%. Die meisten Patienten Uberleben die Diagmeld@sg weniger als ein Jahr.
Vor diesem Hintergrund wurde in den letzten zehhrela intensiv Uber die
molekularen Grundlagen der Hepatokarzinogenesergdfo So konnten unter
anderem Veranderungen im Rezeptor der Tyrosinkinasd im Ubiquitin-
abhéngigen Proteinabbau durch Proteasomen (RodedtsGores, 2005) detektiert
werden. Aul3erdem wurden Mutationen im Retinoblastdmmorsuppressor-
Signalweg oder in p1%“ (Moradpour and Blum, 2005) sowie die Aktivierungsde
Wnt-Signalweges beschrieben (Giles et al., 2008 Weiteren scheint eine erhéhte
Expression von Wachstumsfaktoren, z.B. insulie-ligrowth factor Il und
hepatocyte-growth factor, ebenfalls eine Rolleen ldepatokarzinogenese zu spielen
(Moradpour and Blum, 2005). Die bis zum jetzigenit@enkt beschriebenen
molekularen Veranderungen lieBen sich nicht in nallentersuchten Biopsien
detektieren. Aus diesem Grund konnte bisher keierzdugendes Model fir die
molekulare Grundlage der Entstehung von Leberkrebsvickelt werden. Im
Gegensatz dazu kann in der grofien Mehrzahl malifjoerore des Menschen, so
auch im hepatozellularen Karzinom (HCC), eine hdalmeraseaktivitdt gemessen
werden. Die Hepatokarzinogenese verlauft vermutiithmehrstufiger Prozess ab,

wobei die Telomeraseaktivierung als ein entschelde®chritt angesehen wird. Fur
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genauere Untersuchungen der Hepatokarzinogenesesgjium jetzigen Zeitpunkt
keine geeignete humane Leberzelllinie. So kodnnescHr isolierte primare
Hepatozyten nur flr eine begrenzte Zeit kultivigerden. Im Gegensatz dazu lassen
sich Leberkrebszelllinien Uber lange Zeit kultiéey sind aber bereits maligne und
somit ungeeignet fur die Untersuchung des Entaswumgangs. Durch
Reaktivierung der Telomerase wurden foétale Hepagozymmortalisiert (Wege et
al., 2003c) und im Rahmen dieser Arbeit als einka#ursystem proliferierender
Hepatozyten hinsichtlich ihres onkogenen Poterdialgersucht. Da sie per se noch
nicht entartet sind und ein unbegrenztes Teilunigspial besitzen, stellen sie ein
geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der Hkpetmogenese in

Langzeitkultur dar.

[.2. Struktur und Funktion der Telomere

Mitte der Dreil3iger Jahre haben unabhé&ngig vondeaBarbara McClintock bel
ithren Untersuchungen voAea maysChromosomen und Herman J. Muller bei
genetischen Arbeiten drosophila melanogastezntdeckt, dass Chromosomen eine
spezielle stabilisierende Endstruktur besitzen. Idfupragte 1938 den Begriff
Telomer, abgeleitet vom griechischen telos fur Emaeé merodir Teil. McClintock
beschrieb unter anderem, dass ohne diese Endsenk@ihromosomen aneinander
haften sowie ungewdhnliche strukturelle Verandeemnglurchlaufen. Telomere
bilden die Endstrukturen eukaryotischer Chromosons#@ bestehen hauptsachlich
aus einer sich hundert- bis tausendfach wiederdelerkurzen DNA-Sequenz. Die
nicht-kodierende Sequenz ist evolutionar konset\weobei Variationen beschrieben
worden sind, z.B. 5°-TTTAGGG bei Hoheren Pflanzemd u5"-TTAGGG bei

Vertebraten (Blackburn, 1991; Moyzis et al.,, 19&&kian, 1995). Es gibt eine
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Vielzahl von Telomer-bindenden Proteinen, insbesomdelomeric repeat binding
factor 1 und 2 (TRF1 und 2) (Bilaud et al., 1997o&oli et al., 1997; Zhong et al.,
1992) sowie protection of telomeres-1 (POT1) (Bamwmand Cech, 2001). Sie
stehen miteinander in Wechselwirkung und erzeugea €hromatinstruktur, die
sich von der Nukleosomenkette im restlichen Tes @hromosoms unterscheidet.
Dieser Nukleoproteinkomplex, der die Chromosomeearalifwindet (Griffith et al.,
1999) (Abbildung I.1.), wird haufig als Telosom ke&hnet (Liu et al., 2004). Ein
weiteres strukturelles Merkmal der Telomere ist Bilung von Kappen unter
Mitwirkung der gebundenen Telomerproteine. Dabeirder die Telomere
zurtckgefaltet und bilden die so genannte D-Sahléifisplacement), welche unter
Umstanden die gesamte Telomersequenz umfassen(Rabiidung 1.1.). Der 3"-
Einzelstrangtiberhang wird ebenfalls zurickgefalted in den oberen DNA-
Doppelstrang des Telomers aufgenommen, wodurchsdiggenannte T-Schleife
(,Telomere-loop*) entsteht (Cerni, 2000). Die geleilen stabilen Telomerkappen
ermoglichen eine  Unterscheidung zwischen reparatlinitigen  DNA-
Doppelstrangbriichen und nattrlichen Chromosomemerfgie bieten einen Schutz
vor enzymatischer Degradation sowie vor Fusion @aromosomenenden und
homologer Rekombination. Infolgedessen sind intakééomerkappen notwendig,
um chromosomale Instabilitat in eukaryotischen etelzu verhindern (Blackburn,
2000; Takai et al.,, 2003). AufRerdem sind Telomenedar Positionierung der
Chromosomen innerhalb des Zellkerns und der FormrongHeterochromatin sowie
der vollstandigen Replikation der chromosomalen Dbgieiligt. Uberdies spielen
sie eine wichtige Rolle im Rahmen der Chromosonygarsgion wahrend der Mitose

(Greider, 1996).
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@TRFl
‘ TRF2

Abbildung 1.1. Schematische Darstellung der Telomerstrukur mit sthilisierenden

Proteinen: Neben telomeric repeat binding factbrund 2(TRF1 und 2)und protection of
telomeres (POJI gibt es noch andere telomerbindende Proteine, die Bildung einer
stabilen Telomerkappe beitragen.

Telomere konnen unterschiedlich lang sein. Wahrenchumanen somatischen
Zellen die Telomerlange zum Zeitpunkt der Geburtchschnittlich 15 bis 20
Kilobasen (kb) betragt, weisen somatische Zellezedher Maus- oder Katzenarten
ein Vielfaches dieser Lange auf. Darlber hinaus dé Telomerlange
geschlechtsabhangig und variiert Uberdies zwis@&werelnen Individuen innerhalb
einer Art. Es konnten aul3erdem deutliche Langemseciieede zwischen
verschiedenen Geweben und sogar von Chromosomenari@hromosomenarm

gezeigt werden (Martens et al., 1998).
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l. 3. Replikationsabhangige Telomerverkirzung

Aufgrund der unvollstandigen semikonservativen DR#@plikation (Olovnikov,
1973) sowie aktiver enzymatischer Prozesse wahdemdS-Phase des Zellzyklus,
kommt es bei jeder Zellteilung zu einer Verkirzudey Telomere und somit zum
replikationsbedingten Verlust von Bindungsstelleir fstabilisierende Proteine
(Allsopp et al., 1995). Beim Menschen betragt debomerverkirzung zwischen 50
bis 200 Basenpaare je Zellteilung. Nach einer mesten Anzahl von Zellteilungen,
bei fétalen Hepatozyten nach ca. 30 bis 40 Pomuatierdopplungen (Wege et al.,
2003a), wird eine kritische Telomerlange erreietche die Bildung von stabilen
und schitzenden molekularen Kappen am Chromosordeneicht mehr zulasst
(Levy et al.,, 1992). Bereits 1961 beobachteten ktkyfund Moorhead, dass
Fibroblasten sich in Kultur nur fir eine begrenzast teilen, bevor sie in Seneszenz
eintreten, einem irreversiblen postmitotischen Rubk&and mit Erhalt der
Stoffwechselaktivitat. Die zellulare Seneszenzgeshetisch festgelegt und wird in
nahezu allen Korperzellen (ausgenommen Keimbahd-Stammzellen) nach einer
bestimmten replikativen Lebensspanne oder nachparablen Erbgutschaden
aktiviert und verhindert weitere Zellteilungen.

Die replikative Lebensspanne bis zum Erreichen 8eneszenz wurde in den
Experimenten von Hayflick und Moorhead jedoch nidhitch die Zeit in Zellkultur,
sondern durch die Anzahl der durchlaufenen Zallbgien und damit letztlich, wie
spater erkannt wurde, von der replikationsbedingtelomerverkirzung bestimmit.
Aufgrund von Beobachtungen in Fibroblasten besbhri@alvin Harley die
teilungsbedingte Telomerverkirzung und dadurch dretie Proliferationsfahigkeit
von somatischen Zellen anschaulich als ,mitotisthe” (Harley et al., 1990). Im

Gegensatz zu somatischen Zellen konnte in Keimhalemz und in den meisten
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Tumorzelllinien eine stabile oder sich nur langsaindernde Telomerlange
festgestellt werden. Aber nicht nur die Lange delofere ist flr eine ungestorte
Proliferation von Bedeutung, sondern vielmehr defg@asamtfunktion, welche

wiederum von den stabilisierenden Proteinen uncrdefusammenspiel mit der
Telomer-DNA abhangig ist. So fuhren zum BeispielcrauModifikation der

stabilisierenden Proteine und/oder Inhibition ihBgnthese zur Destabilisierung der
Telomere. Der Verlust der Telomerschutzfunktionrfidum Proliferationsarrest und
unter Umstanden in Tumorzellen auch zum Tod nadbtischer Katastrophe (Shay

and Wright, 2006).

|.4. Bedeutung der Telomerase fir die zellulare Pideration

Um den Telomerlverlust auszugleichen und die Teltinge zu stabilisieren,
synthetisiert das Ribonukleoprotein Telomerase f@lemersequenz de novo direkt
an das Chromosomenende, vermutlich noch vor Bedgnreigentlichen Replikation.
Das Holoenzym wurde erstmalig 1985 von Greider Bladkburn in Ciliaten der Art
Tetrahymena thermophilaachgewiesen (Greider and Blackburn, 1985). Eg#te
eine RNA-Komponente (telomerase RNA component, TER@Iche zur Bindung
an das Chromosomenende und als Matrize fur die éusse von
Telomersequenzen dient (Feng et al., 1995). Entsehe flur die katalytische
Aktivitdt ist jedoch eine essentielle Reverse Tkaipsase (telomerase reverse
transcriptase, TERT). Die wichtigsten Schritte Neusynthese von Telomersequenz
werden im Folgenden kurz beschrieben und scheralasgestellt.

Nach Bindung des Telomerasekomplexes an das 3mbBeende und der
Neusynthese von Telomersequenz (Elongation) erfaligt Translokation des

Enzymkomplexes und eine erneute Elongation (Abbddui2.). Die Synthese des



Einleitung

komplementaren 5°-Stranges erfolgt anschlieRend gorer DNA-abhangigen
Polymerase.

Die Expression der Kkatalytischen Untereinheit TERSt in den meisten
differenzierten humanen Zellen, so auch in differerien nicht proliferierenden
Hepatozyten, welche sich in der GO-Phase des Zdliggs befinden, unterdriickt
(Nakamura et al., 1997). Im Gegensatz dazu wird TER den meisten
Keimbahnzellen und Tumorzellen exprimiert, wodusik Uber ein unbegrenztes
Proliferationsvermégen verfiigen. In diesen Zellessén sich sehr hohe Spiegel fur
die Expression von TERT sowie eine hohe Telomekdis#at nachweisen. Des
Weiteren wurden mehrere Telomerase-bindende Peotdentifiziert, insbesondere
telomerase associated protein 1 (TP1) und Dyskevelche die Aktivitat des

Enzyms modulieren (Abbildung 1.2.).

10
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Elongation
TTAGGGTTAGGGTTAG 5,TERC g

AATCCCAA CAAUCCCAAUC

Telomerende
TERT 3

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 5’ Translokation

AATCCCAA

Elongation
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG

AATCCCAA

Abbildung 1.2. Funktion der Telomerase: Zuerst bindet die RNA-Komponente (TERC) des
Enzymkomplexes an das 3'-Ende des Telomers. Qjenfté Reverse Transkription wird
durch die Telomerase Reverse Transkriptase (TERf&)ysiert. Nach der Neusynthese von
Telomersequenz (Elongation) verschiebt sich deprietasekomplex (Translokation) in
Richtung 5" -Ende des Telomers und eine erneutegitmm kann beginnen.

Die Bedeutung der Telomerase fur eine ungestortieléde Proliferation wurde
eindricklich in Mausexperimenten belegt. Mausegedefelomeraseaktivitat durch
homozygote Deletion von TERC unterdrickt wurdegtasi eine kontinuierliche
Telomerverkurzung, die in spateren Generationenextiem kurzen Telomeren zu
einer Zunahme von Fusionen flihrte. Die Mause nsitainilen Chromosomenenden
wiesen Defekte in der Spermatogenese bis hin Zertéditat, Milzatrophie und
Storung der Wundheilung auf (Blasco et al., 1997hnerhalb des
Untersuchungszeitraumes kam es zu einem 4- bist6déghohtem Auftreten von
Tumoren, wahrscheinlich aufgrund der gesteigertaretischen Instabilitat (Rudolph

et al., 1999).

11
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Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Regulatiomelomerlange nicht nur von
der Aktivitat der Telomerase und der Geschwindigkisr replikationsbedingten
Telomerverkirzung bestimmt wird. Wahrend 90% demaoen Tumore eine hohe
Telomeraseaktivitat aufweisen, werden in den vébleden 10% die

Chromosomenenden auf eine andere Art und Weisdisit (Stewart, 2005). Ein

Telomerase-unabhangiger Prozess der Telomerstahilig wurde erstmalig 1995
postuliert und als ALT-Mechanismus (alternative génening of telomeres)

bezeichnet (Rogan et al., 1995).

1.5. Telomerlangen-unabhangige Funktionen der Telomrase

Neben der Stabilisierung der Telomere werden inereu Publikationen auch
Funktionen der Telomerase berichtet, die unabhé&ngig der Telomerlange
ablaufen. Verschiedene Arbeitsgruppen haben bedsnj dass eine erhdhte
Telomeraseaktivitat zu einer gesteigerten Resisgageniber Apoptoseinduktion
und oxidativem Stress flhrt.

In  TERT-transduzierten murinen embryonalen Stamimzel mit hoher

Telomeraseaktivitat wurde beispielsweise ein Zusanirang zwischen einer
erhohten Telomeraseaktivitat und einer verringeApoptosefahigkeit beschrieben
(Lee et al.,, 2005). In embryonalen Stammzellen haher Telomeraseaktivitat
konnte eine verringerte Akkumulation von Peroxidds Hinweis auf eine erhdhte
Resistenz gegenuber oxidativem Stress nachgewwseden (Armstrong et al.,

2005).
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1.6. Rolle der Telomerase und Telomere in der Krelentstehung

In der Uberwiegenden Mehrzahl von humanen Tumamuekann eine hohe
Telomeraseaktivitat gemessen werden, wahrend imegeniden, nicht malignen
Gewebe sich kaum aktive Telomerase nachweisen (lsstet al., 1994; Kim and
Wu, 1997; Shay and Bacchetti, 1997). Von verschedeArbeitsgruppen wurde in
letzter Zeit eine duale Rolle der Telomere und @ieflomerase im Rahmen der
Karzinogenese beschrieben (Hackett and Greide;2Z8@yanarayana et al., 2004).
Nach dieser Hypothese flhrt zunéchst eine kritis¢bekiirzung der Telomere zu
instabilen Chromosomen mit einer deutlich erhohiate an chromosomalen
Aberrationen, zum Beispiel Fusionen (Blasco et @P97) und Aneuploidien
(Rudolph et al., 1999). Die Telomerverkirzung dpsgimit maoglicherweise eine
wichtige Rolle in der malignen Transformation vorellgn. Fur die weitere
Karzinogenese ist die Aufrechterhaltung und Stsiellung der kurzen Telomere eine
Voraussetzung (Hanahan and Weinberg, 2000), ummeittgische Katastrophe mit
Proliferationsarrest und Zelltod zu vermeiden. Bieichgewicht der Telomerlange
in den genetisch veranderten Zellen wird durch Reakung der Telomerase oder
in seltenen Fallen durch einen ALT-Mechanismus rgaicht (Abbildung 1.3.). Die
Telomeraseaktivierung geschieht hauptsachlich  duréte-Expression der

katalytischen Untereinheit TERT.
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Abbildung 1.3. Replikationsabh&ngige Telomerverkirzung:Keimbahnzellen mit aktiver
Telomerase besitzen konstant lange Telomere. latswhen Zellen nimmt auf Grund der
inaktiven Telomerase die Telomerlange mit jedeftelking (PD) ab und die genetische
Instabilitdt zu, bis sie seneszent werden. Untstitmenten Umstanden entarten somatische
Zellen und werden zu Tumorzellen in denen die Texlase oder ein alternativer Prozess
(ALT) die Telomerlange stabilisiert. Tumorzellemhkén aber auch nach einer mitotischen

Katastrophe absterben (kb = Kilobasen).

Verschiedene Autoren haben die Aktivierung von Tedoase als einen frihen
Schritt in der Entwicklung und im weiteren Wachstwon humanen Tumoren
identifiziert. Die alleinige Aktivierung der Telomase ist aber noch nicht
ausreichend, um eine Zelle entarten zu lassend€i{a2D02). Nach dem derzeitigen
Modell der Karzinogenese ist es fir eine malign@n§formation ausreichend, wenn
neben der TERT vermittelten Telomeraserekonstitugme relativ kleine Anzahl

zellularer Signalwege unterbrochen oder gestérd.win dieser Hinsicht konnten
Hahn etal. in vitro zeigen, dass sich normale humane epdleVorlauferzellen

durch die ektopexpression von TERT sowie dem Simian Virus 40 gnol3E
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Onkoprotein (SV40T) und einem onkogener Allel vonrdd in Krebszellen

umwandeln lassen (Hahn et al., 1999).

|.7. Aktivierung der Telomerase in der Hepatokarzirogenese

Im Verlauf der letzten zehn Jahre wurden mehremeeGmd Signalwege, die an der
Entstehung von hepatozellularen Karzinomen betedlig sein scheinen, entdeckt.
Sie konnten allerdings nicht in allen untersuchBempsien beschrieben werden, so
dass bis heute kein geeignetes Model der Pathogenésickelt werden konnte.

Im Gegensatz dazu konnte in fast allen untersuchégatozellularen Karzinomen

Telomeraseaktivitat nachgewiesen werden, was dae@eng einer ungehinderten
Proliferationsfahigkeit im Rahmen der Krebsentstghuunterstreicht. 1997

bestatigten Kojima et al. eine hohe Telomeraseigétiin 85% der hepatozellularen
Karzinome. Im Kontrast zur hohen Enzymaktivitatireat die Telomerlange in den

hepatozellularen Karzinomen von 2,0 bis zu 16,0 \kbbei 44% der Telomere

kirzer und 17% langer sind als die Telomere deselmgden nicht malignen

Gewebes (Kojima et al.,, 1997). AulRerdem konnterscreedene Arbeitsgruppen

eine Aktivierung der Telomerase in prakanzerosgratigchen Knoten nachweisen
(Hytiroglou et al., 1998; Oh et al., 2003; Takaistial., 2000). Zusammengefasst
zeigen die Ergebnisse, dass im Rahmen der Lebedmediehung die Aktivierung

der Telomerase ein frihes Ereignis im mehrstufiggmartungsvorgang zu sein

scheint.
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1.8. DNA Schaden und ihre Reparatur

Die DNA ist einer anhaltenden Schadigung durch gede Stoffwechselprozesse
und exogener Einflisse, wie z. B. ionisierenderat8tmg, UV-Strahlung sowie
chemischer Kanzerogene (z. B. Ethidiumbromid), asstt. Die Schaden reichen
von Basenverlust, chemischer Modifizierung wie @xion oder Alkylierung, bis zu
DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen. Bevor die Slgma aufgrund eines
Replikationsfehlers zu Mutationen fluhren kdnnenrdwilie DNA-Verdoppelung

gestoppt, und der fehlerhafte Abschnitt kann durebrschiedene DNA-

Reparaturmechanismen repariert werden. Die Mismgpematur beseitigt
Basenfehlpaarungen, die durch Replikationsfehletstanden sind, wahrend
Basenexzisionsreparatur spezifisch oxidative odkyliarte Basenmodifikationen

behebt. Die Nukleotidexzisionsreparatur kommt zb&. UV-Schéaden zum Einsatz
und repariert gro3rdumige DNA-Addukte. DNA-Doppedsgbriiche kdnnen durch
die Wirkung von Toposiomerase-Inhibitoren (z. B. n(pdothecin) oder durch
ionisierte Strahlung entstehen. Fir die Beseitigupgt es mindestens zwei
Reparaturwege: homologe Rekombination und nichtdloge Enden-Verknipfung.
Alternativ kann bei irreparablen Schaden auch Apeptinduziert werden. Im
Rahmen der Reparaturantwort wird der Zellzyklus taqmst. Bei DNA-

Doppelstrangbriichen ist p53 an der ArretierungZzidizyklus beteiligt.

1.9. Das Tumorsuppressorprotein p53 und die DNA-Regratur

Fir die Aufrechterhaltung der genetischen  Stabilittkommt dem
Tumorsuppressorgen p53 eine grol3e Bedeutung zune SBumor hemmende
Eigenschaft wird allein schon durch die Tatsachealestriert, dass in ca. 50% aller

humanen Tumore, so auch in Lebertumoren, Mutatiorien p53-Allelen
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nachgewiesen werden konnten (Harris, 1996; LaWPeig- and Zucman-Rossi,
2006). Die DNA-Sequenz von p53 kann in eine N-teald
Transaktivierungsdoméne, eine DNA-Bindungsdomaneld wine C-terminale
regulatorische Region eingeteilt werden. Die maistkitationen finden sich in der
Region der DNA-Bindungsdoméne und fihren z. B. kromosomaler Instabilitét
und zur Unterbrechung der DNA Schadensantwort (HatthWeinberg, 2002). Die
tumorsuppressive  Wirkung von p53 lasst sich auf dminktion als
Transkriptionsfaktor zurtckfihren. Es steuert digprieéssion einer Vielzahl von
Genen. So werden u. a. Gene reguliert, welchearzdllzykluskontrolle, Apoptose
und in die Reparatur von DNA-Schaden involviertdsiilnnerhalb des Zellzyklus
agiert p53 u.a. als ,Wachter* am G1/S-Ubergangspulks Antwort auf DNA-
Schadigung initiilert p53 die Expression des Tumpopsessorproteins p2l. Das
Protein p21 ist ein Zyklin-abhangige Kinase-Intobitind bindet u. a. an die Zyklin
abhéangige Kinase 4 (cyclin dependent kinase, Cdkdjlurch deren Kinaseaktivitat
inhibiert wird. Uber weitere Schritte wird der Zatklus dann effektiv arretiert,
sodass die nétigen DNA-Reparaturprozesse stattfikdanen (Abbildung 1.4.). Sind
die DNA Schaden irreparabel, induziert p53 die $kaiption des proapoptotisch
wirkenden Proteins Bax.

In normalen, ungestressten Zellen unterliegt pS58erai standigen Ubiquitin-
vermittelten mdmz2-abhéangigen Abbau. Es kommt nigennger Konzentration vor
und hat eine Halbwertszeit von 15 bis 20 Minutemfolge von DNA-Schéaden
kommt es zu verschiedenen Modifikationen, wie Albetyng und Phosphorylierung
am Protein, wodurch kein Proteinabbau mehr staifirund somit p53 stabilisiert

wird.
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung eines p53wluzierten Zellzyklusarrestes nach

DNA-Schadigung: ATM-Kinase (Ataxia Telangiectasia Mutation) deteittials Sensor
DNA-Doppelstrangbriiche und aktiviert durch Phospfierung die Checkpoint Kinase 2
(Chk2), die dann p53 phosphoryliert. Das stabilige p53 induziert die vermehrte
Transkription von p21, welches anschlieend dielizgbhéangige Kinase 4 (CdK4)

blockiert und somit zum Zellzyklusarrest fuhrt.

Interessanterweise ahneln kurze Telomere, die mtir in der Lage sind intakte
Telomerkappen zu formen, DNA-Doppelstrangbriichenie 36sen DNA-
Reparaturmechanismen aus, denen ein p53-vermitiédidzyklusarrest vorangeht
(Karlseder et al., 1999). Es konnte gezeigt werdass das Tumorsuppressorprotein
p53 eine zentrale Rolle in der Telomer-vermittel8sneszenz spielt und somit der
Status der Telomere mit dem Schutz der chromosomaletegritat in

Zusammenhang steht (d'Adda di Fagagna et al., 2003)
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1.10. Telomerase-vermittelte Immortalisierung

Wie demonstriert werden konnte, sind proliferiehdimane Zellen, in denen keine
Telomeraseaktivitdt nachgewiesen werden kann, emgpth fur eine Telomerase-
vermittelte Immortalisierung (Bodnar et al., 199Rlinger et al., 2006). Da
Telomerase-immortalisierte Zellen viele Eigensdarafder nicht-immortalisierten
Zellen beibehalten, wurden auch Telomerase-immsigie humane Leberzellen als
Zellen fur eine lebergerichtete Zelltherapie evalu{Nguyen et al., 2005; Zalzman
et al.,, 2003). Die lebergerichtete Zelltherapiel stén Mangel an ad&aquaten
Spenderlebern ausgleichen. Bis heute konnte jedomine solche geeignete
Zelltherapie fur den medizinischen Einsatz erfaldreentwickelt werden.

Durch ektope Expression von TERT, der katalytiscetereinheit der Telomerase,
wurden fotalen Hepatozyten immortalisiert (Wegalet 2003c). Hierdurch wurden
die Telomere stabilisiert und unterlagen nicht iglikationsbedingten Verkirzung.
Da die untersuchten Zellen unkompliziert in Zeltkwlexpandiert werden kénnen
und nach den vorliegenden Ergebnissen keine malir@asformation per se
besitzen, stellen sie ein geeignetes Modell zuekdnchung der malignen Entartung

von sich teilenden Leberzellen dar.
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l. 11. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden Telomerase-imwsierte fotale Hepatozyten
hinsichtlich ihres malignen Potentials, insbesoadeer zytogenetischen Stabilitat

und der p53 vermittelten DNA Schadensantwort, ingzeitkultur untersucht.

Die Hepatokarzinogenese lauft vermutlich als eirhrsieifiger Prozess ab, in dem
die Reaktivierung der Telomerase als ein entschdeleSchritt angesehen wird. Es
ist daher von grof3em Interesse zu untersuchen, inb Reaktivierung der
Telomerase in Hepatozyten per se zu einer mogliemartung fuhrt.

Eine aktive Telomerase ist essentiell fur die Acffiterhaltung intakter, stabiler
Telomere, welche ihrerseits zytogenetische Veramdgm verhindern. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob Telomerase-immortatesiglepatozyten zytogenetische
Veranderungen entwickeln.

Das Ziel kunftiger Arbeiten ist die Etablierung demmortalisierten Hepatozyten als
ein Zellkulturmodell zur Untersuchung der Hepatakawgenese.

Nachdem die Zellen bereits aktive Telomerase basitzwelches als ein
entscheidender Schritt in der Hepatokarzinogenagesehen wird, ist es denkbar,
durch weitere gezielte Veranderungen, z.B. dieghatiton von Hepatitis B Viren
oder die Wirkung von chemischen Substanzen (z#&:tree oxygen species, ROS),
Malignitat zu induzieren. Im Verlauf dieser Expeente konnten neue Erkenntnisse

zu den molekularen Grundlagen der Hepatokarzinagegewonnen werden.
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II. Methoden

Bendtigte Puffer und Losungen wurden entweder korm@é erworben oder nach
Rezepten aus ,Current Protocols in Molecular BigfogAusubel et al., 2002)
angesetzt. Wenn nicht anders angegeben, wurdeiblithen Labormaterialien oder

Chemikalien verwandt.

[1.1. Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von Wege et al. ®eg al., 2003c)
immortalisierte humane fttale Hepatozyten verwendet diesem Zweck wurden
humane fétale Hepatozyten fir ein bis zwei Wochetivkert und in zwei

unabhangig voneinander durchgefihrten retrovirdiemsduktionen mit TERT, der
katalytischen Untereinheit der Telomerase, immitat. AnschlieRend wurden
zwei Zellpopulationen (FHA und FHB) separat in Keltur propagiert. Die so
gewonnenen immortalisierten Zellen wurden Uber déé@gZeit kultiviert und zu
verschiedenen Zeitpunkten der Langzeitkultur unishs

Als Kontrollzellen wurden nicht-immortalisierte #é Hepatozyten (FHC) benutzt.
Weiterhin wurden die von Leberkarzinomzellen abigeten Zelllinien HepG2 und
HuhH7, sowie die von humanen embryonalen Niereezedlbgeleiteten HEK-293
(Human Embryonic Kidney) und frisch isolierte hurearHepatozyten als
Kontrollzellen eingesetzt. Die Gewinnung von prigrdarhumanen Hepatozyten
erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe vorD FDr. med. J. Petersen,
I. Medizinische Klinik und Poliklinik, Universitéksinikum Hamburg-Eppendorf

(Dandri et al., 2001).
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Die immortalisierten Hepatozyten wurden in Dulbéscmodified Eagle’s Medium
(DMEM-Medium; Gibco) unter Zusatz von Insulin (5/pd; Sigam-Aldrich),
Hydrocortison (2,4 pg/ml; Sigam-Aldrich), 10%igestzhinaktiviertes fttales
Kalberserum (Gibco) sowie Penicillin (100 U/ml; &), Streptomycin (100 pg/ml;
Gibco) und Amphotericin B (2,5 mg/ml; Gibco) kuigvt. Das DMEM-Medium fur
HEK-293, HepG2 und HuH7 Zellen enthielt kein Insulind Hydrocortison. Die
Zellen wurden im Zellkulturinkubator (Heraeus, H) Ibei 37°C, 5%iger C&
Atmosphare und 95%iger relativer Luftfeuchtigkeit 5 cnf- bzw. 75 cm
Zellkulturflaschen (Sarstedt) kultiviert. Die imntalisierten Hepatozyten wachsen
als Monolayer mit einer Generationszeit von 244@sStunden. Bei 90 bis 100%iger
Konfluenz wurden die Zellen im Verhdltnis 1:5 gdé$el. Dazu wurde das alte
DMEM-Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit P@®$osphate Buffered
Saline; pH 7,4; Gibco) gewaschen. Der Verdau nii6®% Trypsin-EDTA (Gibco)
im Zellkulturinkubator wurde nach 5 Minuten durchugabe des Volimediums
gestoppt. AnschlieRend wurde die Zellzahl sowieddiraus folgend Zellteilungsrate
mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer und eines Mikask (Leica, DMIC)
bestimmt. Um einen Vorrat an Zellen zu haben, wordsgelmaRig 3 Millionen
Zellen in 1 ml Gefriermedium, bestehend aus 90%létt Kalberserum und 10%
DMSO (Dimethylsulfoxid; Sigma-Aldrich), in Flussigskstoff eingefroren. Alle

Zellkulturarbeiten erfolgten an einer sterilen Raumwerkbank (Heraeus, BB 16).
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I1.2. Uberpriifung auf Mykoplasmenkontamination

Die Uberpriifung auf eine mogliche Mykoplasmenkoritation erfolgte alle 3 bis 4
Monate. Hierfir wurden Zellen in eine Kunststoffjgthale (Durchmesser 60 mm;
Nunc) ausgesat und bei einer 50 bis 70%igen dichtenolayerkultur untersucht.
Zu diesem Zweck wurden die Zellen einmal mit PBSvisoeinmal mit DAPI-
Methanol L6sung (4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihyatthlorid; 0,1 mg/ml; Sigma-
Aldrich) gewaschen und anschlieRend fur 15 Minuteit der DAPI-Methanol
Losung im Zellkulturschrank inkubiert. Zuletzt werdlas Farbemittel abgegossen
und mehrmals mit PBS gewaschen, bevor mit einenx 0mmersionsobjektiv
(Carl Zeiss) mikroskopiert wurde.

Bei auftretender Mykoplasmenkontamination wurdea dellen mit Pleuromutilin
(BMC 1) und Tetrazyklin (BMC 2) Derivaten (Roché)e im oben beschriebenen
Vollmedium aufgeldst wurden, behandelt. Dafir wardige Zellen fir drei Tage in
BMC 1 Medium (Endkonzentration 10 pg/ml) und fierniage in BMC 2 Medium
(Endkonzentration 5 pg/ml) kultiviert. Nach insgesadrei Wochen wurde die
Behandlung beendet und nochmals eine Uberpriifurfy Mykoplasmenbefall

durchgeflnhrt.

11.3. RNA Isolierung und Reverse Transkription

RNA wurde mittels RNA Mini Kit (Qiagen) aus den Kal extrahiert. Ein
zusatzlicher Dnase-Verdau zur Eliminierung kontaemender genomischer DNA
erfolgte im Verlauf der RNA-Extraktion an Hand dAngaben des Herstellers
(Qiagen). Zur Bestimmung der RNA-Konzentration uled Reinheit der Praparation
wurde die Absorption der jeweiligen RNA-LOosung b260 und 280 nm im

Spektralphotometer (Eppendorf, BioPhotometer) dethit Die
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Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Absorpti@asmum der aromatischen
Pyridin- und Pyrimidinringe der Nukleinsaurebasen260 nm.

Proteine  zeigen  aufgrund ihrer aromatischen Amim@saste ein
Absorptionsspektrum bei 280 nm. Der Wert des Qutgie aus der Absorption bei
260 nm und 280 nm (ratio) sollte bei einer kontationsfreien RNA-LOsung
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Die Integritait der RNaurde in 1%iger
Agarosegelelektrophorese Uberprift (1 g Agarosgnj&tAldrich], 100 ml TAE-
Puffer). FlUr die anschlielende Reverse Transkriptworde zunéchst 1 pg totale
RNA sowie 1 ul oligo(dT)-Primer (Invitrogen) pro Ansatz eingesetzt und Huful
Gesamtvolumen mit ddi® aufgefilite. Nach Denaturierung fur 5 Minuten 687C
wurden 4 pl 5xcDNA Puffer, 1 ul 0,1 M DTT, 1 pl R&aOUT (40 U/ul) und 2ul
10 mM dNTP sowie 1 pl Thermoscript RT (15 U/ul; TiheScript RT-PCR System,
Invitrogen; Thermocycler Applied Biosystems, GenenfA PCR System 9700)
hinzugefiigt. Die Reverse Transkription erfolgte 4% Minuten bei 55°C, gefolgt
von der Termination fur 5 Minuten bei 85°C und datvkihlen fir 5 Minuten bei
4°C. Der hergestellten cDNA wurden 20 pul d@Hhinzugefugt (Endkonzentration

der cDNA: 20 ng/ul).

11.4. Primeroptimierung fur TERT, p53, hGAPDH

Alle Primer wurden mit dem Programm PrimerExpress drirma Applied
Biosystems entworfen. Die Spezifitat der Oligonokigsequenzen wurde mit
BLAST in einer Datenbank (http://www.ncbi.nim.nib\gBLAST/) kontrolliert und
bestéatigt.

Zur Optimierung der Primer fur die PCR-Reaktionewraden systematisch Ansatze

verschiedener Konzentrationsverhéltnisse des vesvgarichteten Primers (F) und
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des ruckwarts gerichteten Primers (R) ausgete&tetichst wurde durch Zugabe von
20 pl Nuklease Freiem Wasser (Sigma-Aldrich) praohgelieferten Primer (MWG)
eine  Primerlésung von 50 pmol/ul angesetzt. Ans@ahnd wurden
Verdunnungsstufen der Primer wie folgt hergestB0tnM (3 pul Primerlésung +

294 pl ddHO), 300 nM (6 pl Primerlésung + 94 pl dgB) und 900 nM (20 ul
Primerlosung + 91 pl ddid). Da die Annealing-Temperatur fur alle
Reaktionsansatze auf einer Platte konstant iststasne optimale Kombination der
Primerkonzentrationen fur diese Temperatur gefundenden.

Die moglichen Kombinationen der verschiedenen Riorzentrationen (Tabelle

[1.1.) wurden im Doppelansatz ausgetestet.

Primerkonzentration 50 nM F 300 nM F 900 nM F
50nM R X X X
300 nM R X X X
900 nM R X X X

Tabelle 11.1. Kombinationen von Primerkonzentrationen in nM: Ein optimales
Verhaltnis der Primerkonzentrationen ist gegebegnnvsich keine Primer-Dimer bilden und
keine Primerselbstinhibitionen stattfinden. F: vérig gerichteter Primer; R: rickwérts

gerichteter Primer

Ein Reaktionsansatz enthielt 10 ul SYBR Green Mddir (Applied Biosystems),
1 pl ddHO, 5 pl positive cDNA Kontrolle (20 ng/ul) und jeilge 1 pl des
verdunnten F-Primers sowie 1 pl des R-Primers. igBddung von Primer-Dimer

auszuschlie3en, wurde zu jeder Primerkombinatioe &legativkontrolle in Form
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einer ddHO Probe anstelle der cDNA mitgefiihrt. Diese wurd@nEinzelansatz

gemessen.

Die Denaturierung erfolgte fur 1 Minute bei 95°@sdAnnealing der Primer flr

1 Minute bei 60°C. AnschlieRend erfolgte fir 1 Mimulie Elongation bei 72°C. Es
wurden 30 Zyklen im ABI Prism 7700 Thermal Cyclekpplied Biosystems)

durchgefuhrt. Optimal ist das Primerkonzentrati@nkéltnis, wenn sich keine

Primer-Dimer bilden und keine Primerselbstinhibitstattfinden.

11.5. Validierung der Real-Time PCR

Um die Effizienz der PCR-Bedingungen fiur das in¢errkKontrollgen
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydorgenase (hnGAPDi) dem zu analysierenden
Zielgen zu uberprifen, wurden beide im Vergleichdvart. Hieflr wurde von der zu
verwendenden cDNA eine serielle Verdinnung here&8 ng/ul; 10 ng/ul;

5 ng/ul; 2 ng/ul; 1 ng/pl; 0,5 ng/ul; 0,2 ng/plinEReaktionsansatz setzte sich aus
5ul cDNA, 10 ul TagMan Universal PCR Master Mix (#ed Biosystems), 4ul
Nuklease Freiem ddi® und 1 pl Primer-Probeldsung zusammen. Fir dendpyi
Probemix wurde die optimalen Konzentration an Fdaeriund R-Primer sowie der
dazugehdrigen Black Hole Quencher-1-3 gelabelteridigierungsprobe (300 nM;
MWG) eingesetzt. Im Kontrollansatz wurde die cDNAreh ddHO ersetzt. Das
Programm des ABI Prism 7700 Thermal Cyclers war zueor beschrieben. Nach
Durchfuhrung der PCR wurde das Fluoreszenzniveaw. bdie entstandene
Produktmenge, in einer logarithmischen Funktionegeglie Anzahl der Zyklen
dargestellt. Die Anzahl der Zyklen, bei der das gesene Fluoreszenz-Signal einen
vorgegebenen Schwellenwert im linearen Bereich Idgarithmischen Funktion

Uberstieg, ergab den Ct-Wert. Die Differenz zwiscden Ct-Werten des Zielgenes
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und des Kontrollgenes sollte in jeder betrachtefendiinnungsstufe vergleichbar
grof3 ausfallen ACt= Ct Zielgen — Ct Kontrollgen). Durch das Aufteag des
Logarithmus der eingesetzten cDNA Menge gegen rdexlenetem\Ct-Werte wurde
eine Standardkurve erstellt. Fur eine effiziente RPGollte der ermittelte
Kurvenanstieg kleiner als 0,1 ausfallen (User BuileNo. 2, ABI Prism 7700

Sequence Detection System; Applied Biosystems).

11.6. Expressionsanalyse von TERT und p53

Die Expression von TERT und p53 wurde mittels quatiter Real-Time PCR im
ABI Prism 7700 Thermal Cycler analysiert.

Die verwendeten Konzentrationen fur Primer und ktibierungsproben sind in
Tabelle 11.2. angegeben. Fir einen Reaktionsansatden 10 ul TagMan Universal
PCR Master Mix, 1 pl Primer/Probe Mix (20x) und KRCR ddHO (Gibco) sowie
5 ul (= 100 ng) cDNA eingesetzt. Der TagMan UnieefBCR Master Mix enthéalt
die Desoxynukleotidtriphosphate dATP, dGTP, dCTH dUTP (statt dTTP). Im
Verlauf der Amplifikation wird durch die Tag-DNA-Banerase anstelle eines dTTP
ein dUTP als komplementares Desoxynukleotid zum RIATEs Matrizenstranges
eingebaut. Das Enzym Uracil-N-Glykolyase ist ebksian TagMan Universal PCR
Master Mix enthalten. Es erkennt und katalysiee 8paltung von dUTP in DNA.
Da sich dUTP nicht in natirlich vorliegender DNAeodRT-generierter cDNA, aber
immer anstelle von dTTP in PCR-Produkten vorhergdbe Laufe befindet, dient
AmpErase (Applied Biosystems) dem Schutz vor Komaton durch
Amplifikationsprodukte aus einem vorherigen Laufealry-over Kontamination).
Dies geschieht vor der Amplifikation fir 2 Minuteei 50°C. Anschlie3end wird die

AmpErase durch Inkubation bei 95°C fur 10 Minutaeaktiviert. Der erste von 40
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Zyklen beginnt mit der Denaturierung (10 Sekundex B5°C) gefolgt vom
Annealing der Primer und der Amplifikation (1 Mieutbei 60°C). Zur
Quantifizierung der TERT Expression wurde didCt-Methode verwandt. Als
interne Kontrolle (,housekeeping gene*) wurde digiession von hGAPDH, einem
in der Glykolyse aktiven Enzym, verwendet. Hierfiuurde ein kommerziell
erhaltlicher TagMan Assay (Applied Biosystems) kenhuFir die Berechnung der
relativen Expression von TERT wurde cDNA von Hep&berkarzinomzellen und
fur die Berechnung der relativen p53-Expression d@urcDNA von HuH7

Leberkarzinomzellen mit in die Expressionsanalysebezogen.

Name des Gens Sequenz Primer-Probe Set Konz. (nM)
hTERT F TCTACTCCTCAGGCGACAAG 300
hTERT R CAGAAAGATGGTGGTCTCCACGA 900
hTERT P CTCCGAGCGCCAGTCAGGCT 300

hGAPDH F AGGGCTCGTTTTAACTCTGGTAA 300
hGAPDH R CATGGGTGGAATCATATTGGAAC 300
hGAPDH P TGTTGCCATCAATGACCCCTTCATTG 300
p53 F AGACCCAGGTCCAGATGAAG 300
p53 R CTGGTAGGTTTCTGGGAAGG 900
p53 P AGCAGCTCCTACACCGGCGGC 300
Tabelle 1.2. Verwendete Primer und Hybridisierungsproben: Die

Hybridisierungssonden (P) sind am 5" -Ende mit 6koayfluorescein markiert und am 3’-
Ende mit Black Hole Quencher-1 gequencht. F: votsvgerichteter Primer; R: rickwarts
gerichteter Primer; hTERT: humane Telomerase Rev&ranskriptase (Produktlange: 105
Basenpaare [bp]); hGAPDH: humane Glycerinaldehygi®sphat-Dehydorgenase
(Produktlange: 196 bp); p53( Produktlange: 144 bp)
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11.7. Analyse der Telomeraseaktivitat

Die relative Telomeraseaktivitat (RTA) wurde mistebines modifiziertem RQ-
TRAP-Protokolls (real-time quantitative telomerapeat amplification protocol) im
ABI Prism 7700 Thermal Cycler bestimmt (Wege et 2003b). Die Zellen werden
in CHAPS Puffer (Chemicon) lysiert. Fur einen RQARRReaktionsansatz werden
1000 extrahierte Zellen sowie 160 ng Telomerasa&rirS
(5"-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3; MWG) und 80 ng Anchoradeturn Primer
ACX (5"-GCGCGGCTTAB5CCCTTACCCTTACCCTAACC-3; MWGK{m and
Wu, 1997) in 40 pl verdinnten SYBR Green Master Niyplied Biosystems)
eingesetzt. Das in den Zellextrakten enthalteneéfalym Telomerase nutzt den TS
Primer zur de novo-Synthese der Telomersequen#{@0ten bei 25°C). Nach der
Denaturierung (30 Sekunden bei 95°C) lagert smhrickwarts gerichtete Primer
ACX an das Amplicon an, um eine Amplifikation migeTaqg-Polymerase zu
ermoglichen (60 Sekunden bei 60°C; 35 Zyklen). budie Interkalation von SYBR
Green in den entstandenen Doppelstrang kann sodiiekt die Telomeraseaktivitét,
d. h. die Synthese von Telomersequenz pro ZeityBaktivitat), bestimmt werden.
Der Verankerungsprimer ACX besitzt zwei Basenpadi®,zu Mismatches fihren,
sowie eine telomerunspezifische Sequenz am 5 -EBdelurch lagert er sich
bevorzugt am Ende des entstanden Amplifikationggtas$ an (,Verankerung“) und
verhindert die zunehmende Verkiirzung des PCR-Ptedubie Enzymaktivitat in
Telomerase-positiven Hek-293-Zellextrakten diente melativer Standard, durch
welchen der prozentuale Anteil der Telomerasealtivn den untersuchten Zellen

im Vergleich zur Enzymaktivitat in HEK-293 Zellemamestellt wurde.
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11.8. Analyse der Telomerlange

In Kooperation mit PD Dr. med. Tim H. BrimmenddtfMedizinischen Klinik und
Poliklinik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorfiwurde die Telomerlange
mittels Telomer-Flow-FISH, einer Kombination ausaqgtitativer Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung (FISH) von Zellen der Interphasnd Durchflusszytometrie
bestimmt. Zu diesem Zweck wurden Telomer-spezi@sdluoreszenzmarkierte
Peptidnukleinsaureoligomerproben (5 -[CCCTAAY]), welche an die denaturierte
Telomersequenz bei geringer lonenstérke hybridisiererwendet (Baerlocher et al.,
2002). Die anschlieBend mittels Durchflusszytomreetgemessene Intensitat der
Fluoreszenz an den Telomeren korreliert mit deralhzler Wiederholungen der
Telomersequenz. Die Telomerlange wird in kb (Kileda) angegeben. Fir die

Kalibrierung wurde die Lange von Kuhthymozyten ioughern Blot bestimmt.

11.9. Zytogenetische Untersuchungen

Die zytogenetischen Untersuchungen wurden in Kadjmer mit Frau Dr. rer. nat.
S. Fuchs, Institut fiar Humangenetik, und PD Dr. med. Dierlamm,

[I. Medizinischen Klinik Poliklinik, Universitatskhikum Hamburg-Eppendorf,
durchgefuhrt. Daflr wurden Hepatozyten bei ca. &% Konfluenz fir 2 Stunden
mit einer Colchicinlésung bedeckt sowie anschliel3&ir 15 Minuten mit einer
0,075 M KCI Losung Uberschichtet und abschlieReitdMethanol-Essigsaure (3:1)
fixiert. Das GTG-Banding der Metaphasen-Chromosomevurde nach

Standardprotokoll in einer Auflésung von 350 bi04Banden durchgefihrt. Die
Karyotypen wurden gemdafR dem International System Haman Cytogenetic

Nomenclature (ISCN) (Schaffer and Tommerup, 20@schrieben.
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Mittels Multicolor-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisiemg (Multicolor-FISH) kann jedes
einzelne Chromosom individuell mit Fluoreszenzsonderkiert werden. M-FISH
wurde mit dem 24xCyte Color Kit fur humane Chromusa nach Angaben des
Herstellers (MetaSystems) durchgefuhrt. Hierfar areur alle

Metphasenchromosomen gleichzeitig mit Fluoreszerdesso hybridisiert. Jede
Sonde ist mit einem von funf verschiedenen Fluomaien (DEAC, FITC,

Spectrum Orange, Texas Red, Cy5) oder einer spelzén Kombination aus
mehreren Fluorochromen markiert. Als Gegenfarbungrder 4,6-Diamino-2-

Phenylindole eingesetzt. Nach der Hybridisierungde&a mit einem Epifluoreszenz-
Mikroskop und einer hochauflésenden gekihlten CCidara Grayscale-Bilder
aufgenommen. Zuletzt wurde ein 24-Pseudocolor-Bddrch Uberlagerung

produziert und mittels MetaSystems-Isis-Softwaraysiert (MetaSystems).

[1.10. Softagarassay

Zur Untersuchung des verankerungs-unabhangigen $&ank, eines Kennzeichens
von Tumorzellen, wurden Softagarassays durchgefi@utdiesem Zweck wurden
jeweils 50, 500 und 5000 Zellen in 0,33%iger Agsulig verdinnt und auf einer
0,5%igen Agarschicht in Zellkulturschalen (60 mmré&hmesser) ausgeséat. Nach 15
bis 21 Tagen im Zellkulturinkubator wurde das Kaéwachstum durch
mikroskopisches Auszdhlen ausgewertet. Alle Ansaagden als Triplikate

durchgefuhrt. Maligne HepG2 und HuH7 Zellen dieraénPositivkontrollen.

31



Material und Methoden

[1.11. Nacktmausassay

Ein weiterer Beleg fur eine maligne Transformativan Zellen liefert deren
Fahigkeit, nach Injektion in die Nacktmaus ein Tuwechstum auszulésen. Die
verwendeten thymusaplastischen Nacktmause/n() sind nicht in der Lage,
Antikorper gegen die injizierten Zellen zu entwitkend diese abzustof3en. Dadurch
entwickeln sich in Nacktmausen aus entarteten Z€ellemore, was in Tieren mit
intaktem Immunsystem nicht moéglich ware. Das Helasivgen von Tumoren in
Nacktmé&usen wird als ein Zeichen von Malignitat gaet. Es wurden 1 Millionen
Zellen in 200 pl Vollmedium suspendiert und subkuta die rechte und linke
Flanke einer Nacktmaus gespritzt. Als Positivkdigrevurden maligne HEK-293
Zellen benutzt. Die Tiere wurden zweimal pro Woblegutachtet. Nach ca. 2 bis 3
Wochen zeigten sich die ersten stecknadelkopfgrol®Beamore in HEK-293-
gespritzten Mausen. Der Durchmesser des Tumors ewarittels Messschiebers
bestimmt. War er gro3er als 1 cm, wurden die Trarels Kohlendioxid getotet.
Insgesamt wurden die Tiere fur 15 Wochen beobaclhist Ergebnisse wurden
fotographisch festgehalten. Die Tiere wurden vonZintralen Versuchstierhaltung
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bezogea dort unter tiergerechten

Aspekten und strenger Hygienelberwachung gehalten.

[1.12. Induktion von DNA-Doppelstrangbrtichen

Fur die Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen wurdé&ultivierte Zellen
trypsiniert und bei 30%iger Konfluenz in 25 T&@ellkulturflaschen wieder ausgesét.
Nach 24 bis 48 Stunden (ca. 70 bis 80%iger Konftyemurde das Vollmedium
gewechselt. AnschlielBend wurden die Zellen bei Ramperatur Gamma-Strahlung

(10 Gray; Conservatome, Robatel) ausgesetzt unchfit8 Stunden inkubiert.
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In einer weiteren Reihe von Experimenten wurde l#ugabe von Camptothecin
zum Vollmedium (Endkonzentration 4 uM; Sigam-Aldidie Topoisomerase | fur
48 Stunden inhibiert. Diese Behandlung induziertebendalls DNA-
Doppelstrangbriiche. Camptothecin wurde in DMSO elt&y. Das Endvolumen des
Lésungsmittels DMSO im Vollmedium betrug 0,2%. Aleitere Kontrolle wurden

unbehandelte Zellen eingesetzt.

[1.13. Imunoblotanalyse

16 bis 18 Stunden nach Bestrahlung bzw. 48 Stundach Zugabe von

Camptothecin wurden die Zellen mit RIPA-Puffer {cathmunoprecipitation),

welcher auch Proteinaseninhibitor (Roche) enthiedtrahiert. Das Lysat wurde
mittels einer Spritze (Offnungsdurchmesser 20G;uByahomogenisiert und fiir
mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach ahsBender Zentrifugation

(Heraeus, Biofuge A), fiir 10 Minuten bei 11000 rpnd 4°C, wurde der Uberstand
abgenommen. Die Quantifizierung der Proteinkonzgioin erfolgte mit dem BCA

Protein Assay Kit von Pierce nach Angaben des Hikgss im Spektrophotometer
(Jenway) bei einer Wellenldnge von 540 nm. Die étnatuftrennung erfolgte mittels
Elektrophorese im 10%igen denaturierenden Natriwhya@rylamid-Gel (Bio-Rad

Gelkammer). Anschlie3end wurden die Proteine a2ifydn Nitrozellulosemembran
(Bio-Rad) im Semi-Dry-Verfahren geblottet (60 mA #b Minuten; Bio-Rad).

Um unspezifische Bindungsstellen abzudecken, wdireldlembran nachfolgend fur
eine Stunde mit 5%igem-Trockenmilch-Blockingpuffdsei Raumtemperatur
inkubiert. Alle Primarantikorper wurden in 5%igemetkenmilch-Blockingpuffer

verdunnt und Uber Nacht bei 4°C auf dem Schuttlkenbiert (p53 1:500; p21 1:100;

gespaltene Caspase-3 1:500; Ladekontrolle Aktio@:Santa Cruz Biotechnology).
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Nach dreimaligem Waschen fur jeweils 10 Minuten mMaschpuffer wurde die
Membran mit dem Meerrettich-Peroxidase-konjugierteekundarantikérper fur 45
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schittler indxibi(Verdinnung im

Blockingpuffer 1:1000; Santa Cruz BiotechnologyhséhlieRend wurde viermal mit
Waschpuffer bei Raumtemperatur fur jeweils 10 Maemutauf dem Schittler
gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels ECL WestBlotting Analysis System
von Amersham Bioscience an Hand der Gebrauchsamdeitind abschliel3ender
Autoradiography (Kodak). Fur die Quantifizierung diandenintensitat wurden die
Banden der behandelten Proben mit denen der Latteken(Aktin) ins Verhaltnis

gesetzt und anschlielBend mit den Banden der unbehan Kontrollen verglichen.
Die densitometrische Analyse erfolgte mit dem Paogn ImageJ

(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html).

11.14. Zellzyklusanalyse

16 bis 18 Stunden nach Bestrahlung und 48 Stundeh Behandlungsbeginn mit
Camptothecin wurden die Zellen trypsiniert, zeotgiért (Eppendorf, Centrifuge
5810R) und einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. &ranaurden sie wieder
behutsam in 0,5 ml PBS resuspendiert, bevor stenm eiskaltem 70%igem Ethanol
fur mindestens 2 Stunden auf Eis fixiert wurdenniDavurden die Zellen in 5 ml
PBS fur 5 Minuten rehydriert und bei 500g und 4UC %5 Minuten zentrifugiert.

Anschlie3end wurden sie in 0,5 ml einer Propidiwdidlésung (Endkonzentration
25 pg/ml PBS), die auch RNase A (500 U/ml; Sigmdrih) enthielt, resuspendiert
und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Vertaily der Zellen im Zellzyklus

wurde mittels Durchflusszytometrie am FACS Cantadbélusszytometer (Beckton-

Dickinson) analysiert. Die Bestimmung des prozeletu#@nteils der S-Phase Zellen
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erfolgte mit ModFit (Verity Software). Fur jede Agae wurden mindestens 500.000

Zellen gezahlt.

II. 15. Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens in drei separdasatzen durchgefuhrt und
zweimal wiederholt. Die gezeigten Daten sind die rdbschnittswerte =+

Standardabweichung. Die statistische Auswertunglgd durch den Studenten-t-
Test fur unpaarige Stichproben. War der p-Wert<0gtb wurde das Ergebnis als

signifikant gewertet.
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Ill. Ergebnisse

Die Entstehung von Leberkrebs lauft vermutlichrakshrstufiger Vorgang ab, wobei
die Aktivierung der Telomerase als ein friher Stlamgesehen wird. Die Entartung
von Leberzellen ist bis jetzt ungentigend verstand2urch Reaktivierung der
Telomerase mittels retroviraler TERT-Transduktiomurden humane fotale
Hepatozyten immortalisiert. Im Rahmen dieser Arhweitrden die Zellen als ein
Zellkultursystem proliferierender Hepatozyten homgiich ihres onkogenen
Potentiales in Langzeitkultur untersucht. Nebenogghetischen Untersuchungen
sowie der Uberpriifung des verankerungs-unabhanggehstums als Hinweis auf
eine maligne Transformation, wurde die Intakthess dfumorsuppressors p53 als

~Wachter” des Zellzykluses im Rahmen der DNA-Scimsaatwort analysiert.

lll. 1. TERT-Expression, Telomeraseaktivitdt und Tdomerlange

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Stabilitet dERT-Expression mit
nachfolgender Telomeraseaktivitat und Telomersgaéiling in Langzeitkultur zu
Uberprifen. Zu diesem Zweck wurden immortalisidntenane fotale Hepatozyten
(FHA, FHB) sowie Telomerase-negative fotale Hepgierz (FHC) als
Kontrollzellen kultiviert und analysiert. Zum weien Vergleich wurden
Telomerase-positive Zelllinien aus hepatozelluldanzinomen (HepG2, HuH7) in

die Experimente mit einbezogen.
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lll.1.a. TERT -Expression

Um die Stabilitat der Transduktion zu Uberprufenurde zuerst die TERT-
Expression im Verlaufe der Zellkultur untersuchabei konnte in FHB Zellen nach
retroviraler Transduktion mittels quantitativer R&ane PCR ein relatives
Expressionsniveau nachgewiesen werden, welcheswsn log-Stufen Uber dem
von TERT-positiven Leberkarzinomzelllinien HepG2 duHuH7 liegt. Dieses
Expressionsniveau blieb auch im weiteren Verlaufldagzeitkultur nach 50 bzw.
150 PD (Populationsverdopplungen), was jenseits deratirlichen
replikationsbedingten Teilungsrate von maximal 4D Regt, stabil erhalten. Im
Gegensatz dazu konnte keine TERT-Expression int-smamortalisierten FHC
Zellen nachgewiesen werden. Als Referenz diente TERT-Expression in
Telomerase-positiven HepG2-Zellen (Expressionsmivea 1; Tabelle 111.1.).

Maligne HUH7 Zellen wiesen eine relativ geringe TIERxpressionsrate auf.

l11.1.b. Relative Telomeraseaktivitat (RTA)

Die Telomeraseaktivitat ist von déxpression und anschlieRender Translation der
katalytischen Untereinheit abhangig. Die Enzymaté&tvwurde mittels Real-Time
quantitative Telomeric-Repeat Amplification Protdkgemessen und relativ pro pug
Protein ausgedrickt. Maligne HEK-293 Zellen dientdsh RTA Standard. In nicht-
immortalisierten FHC PD20 Zellen konnte keine Tebvaseaktivitat detektiert
werden, wohingegen in immortalisierten FHB ZellanLangzeitkultur, d. h. PD 50
und PD 150, eine RTA von 34 bzw. 160 gemessen wekdante. In Telomerase-
positiven malignen HepG2 und HuH7 konnte ebenfalative Telomeraseaktivitat

nachgewiesen werden (Tabelle 111.1.).
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lll.1.c. Telomerlange

In Anschluss an die Uberprifung der TERT-Expressiond der daraus
resultierenden Telomeraseaktivitdt in immortaltger Hepatozyten, wurde die
Telomerlange mittels Telomer-Flow-FISH, einer Kondiion von Quantitativer-
Fluoreszenz-in-sittdybridisierung und Durchflusszytometrie (TelomeowFISH)
bestimmt.

In nicht-immortalisierten Hepatozyten (FHC) komrstz einer Telomerverkirzung
von 100 bis 150 bp pro Populationsverdoppelung @&Vegt al., 2003c).
Demgegeniber konnte in Langzeitkultur immortalieier Hepatozyten, d. h.
innerhalb von 50 PD, eine Stabilisierung der Teldamgme von Uber 8 kb
nachgewiesen werden. Der Vergleich mit nicht-im@aasierten Zellen FHC PD 20
zeigte, dass immortalisierte Hepatozyten innerkalib 30 PD weniger als 1,5 kb an
Telomerlange verloren haben. Dieser Wert ist kieiaés die prognostizierte
Telomerverkirzung von 3 bis 4,5 kb in FHC Zellendrhalb von 30 PD.

Im Gegensatz dazu wiesen die Telomerlangen von mafigierten Hepatozyten
FHB PD 50 und PD 150 keine signifikanten Telomekuezungen auf (Tabelle
[11.1.). AuRerdem wurden die Telomerlangen der greén Zelllinien HepG2 und
HuH7 gemessen. In HepG2 Zellen waren die Telom@éld lang, wahrend HuH7-

Zellen 19,2 kb lange Telomere besal3en (Tabelte ).
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TERT-Expression Telomeraseaktivitdt Telomerlange

Zellen
(TERT/GAPDH) (RTA) (kb)
FHC PD 20 keine Amplifikation 0.0+0.5 10.3+0.8
FHB PD 50 478 (451 — 506) 34.0+85 8.9+ 0.4
FHB PD 150 431 (342 - 543) 160.7 +14.5 8.1+1.1
HepG2 1 100.1 +12.6 4.8
HuH7 0.8 (0.6 —1.1) 335.2+9.9 19.2

Tabelle 111.1. Aufrechterhaltung der Telomerlange in immortalisierten Hepatozyten: In
immortalisierten Hepatozyten (FHB) konnte TERT-Espion und Telomeraseaktivitéat
nachgewiesen werden. Sie behielten im Verlauf dékutur eine stabile Telomerléange (kb
+ Standardabweichung) bei. Nicht-immortalisiertegdéozyten (FHC) zeigten keine TERT-
Expression und Telomeraseaktivititek-293-Zellextrakte dienten als Standadiid die
relative Telomeraseaktivitat. Die TERT-Expression wmalignen HepG2 Zellen wurde als
Referenz festgelegt. Fir HepG2 und HuH7 Zellen wuwlte Telomerlange nur einmal

gemessen. RTA: Relative Telomerase Aktivitat; KbbKsen

Zusammenfassend zeigen die Daten als Folge dettikwiven ektopen TERT-
Expression eine Aufrechterhaltung der Telomerasatit und eine Stabilisierung
der Telomere in Langzeitkultur von erfolgreich sdozierten humanen fotalen

Hepatozyten.

ll. 2. Entwicklung von Aneuploidien in immortalisi erten
Hepatozyten

[11.2.a. Karyogramme

Zur Uberwachung mdoglicher zytogenetischer Veramugen von immortalisierten

fotalen Hepatozyten im Verlauf der Langzeitkultuurden zu verschiedenen
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Replikationszeitpunkten Karyogramme ausgewertes Rontrolle dienten nicht-
immortalisierte Hepatozyten (FHC). Diese Zellen seie einen unveranderten
weiblichen Karyotyp (46,XX) wahrend der ersten Kellurpassagen (PD 12 bis 20)
und bis zum Zeitpunkt der replikativen Seneszermz RD 30) auf (Abbildungen
[l.1. und 1.2.). Insgesamt wurden 19 bis 21 Miém von FHC Zellen je
untersuchten Replikationszeitpunkt analysiert. Inaldgie zu den FHC Zellen
konnten auch in immortalisierten Hepatozyten FHAdufrHB bis zum
Replikationszeitpunkt PD 50, welcher jenseits deragteten replikativen Seneszenz
liegt, keine Veranderungen des Karyotypes festiesterden (Abbildungen III.1.
und 111.2.). Als erste zytogenetische Anomalie waraine Trisomie 7 in
immortalisierten Hepatozyten im Klon FHA zum Zeitgtt PD 80 und im Klon FHB
nach 100 PD festgestellt. Diese Veranderung wurdsviei voneinander unabhangig
immortalisierten und kultivierten ZellpopulationdRHA und FHB) gefunden. In
FHA PD 80 Zellen wurde in 13 analysierten Mitoserisdmie 7 als alleinige
zytogenetische Anomalie detektiert. Im Gegensatzi daurden in FHB Zellen zum
Zeitpunkt PD 100 neben Trisomie 7, die in 12 voraBalysierten Mitosen gefunden
wurde, auch andere numerische Veranderungen (tisormiie 8 und Trisomie 14)
festgestellt (Abbildung Ill.1.). Zum Zeitpunkt PMQA wurde aul’erdem eine Mitose
mit einer Translokation und mehrere einzelne Mitosat Trisomie X sowie 18
gefunden (FHB PD 100; Abbildung 111.1.).

In den FHB Zellen wurde nach weiteren 50 PD, dzum Zeitpunkt PD 150, in 23
von 25 untersuchten Mitosen nur noch Trisomie 7 aleinige numerische
Veranderung detektiert. Zum ReplikationszeitpunRt 250 (Ende des Experiments),
konnte in allen untersuchten Mitosen der FHB ZellbBrmsomie 7 als einzige

zytogenetische Anomalie gefunden werden (Abbilduhg.). Diese Ergebnisse
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deuten darauf hin, dass die Entwicklung von Trisomiwahrend der Expansion in
der Zellkultur einen selektiven Vorteil besitzt. DaNeiteren wurde in einer

Population von FHA Zellen zum Zeitpunkt PD 40, wigs Seneszenzphase in nicht-
immortalisierten Hepatozyten entspricht, in 10 \&h untersuchten Mitosen eine

Monosomie X festgestellt.

Seneszenz Immortalitat
(30-40 PD) (>70 PD)

PD 12 PD 13 PD 20 PD 36
—( c |
46,XX[20 ] 46,XX[19] 46,XX[21 ]} 46 XX[21]

46,XX[20]

PD 40
45 X[10)/46,XX[10]

(A PDS0_ fpDao ,
7 46,XX[20] : 46,XX[3]/47 XX, +7[13]
+TERT
/D PD 50 PD80  PD 150 PD 250
N 46,XX[6] | 46,XX[9] | 47XX +7[23] 47,XX +7[15]

1 46 XX[2]
1

Pll) 100

46,XX[17]

47 XX +7[7]

48,XX,+7,+8[2]
49,XX,+7,+8,+14[2]

47 XXX[1]

47 XX, +18[1]

47 XX,1(1;5)(q?44;9?12),+7[1]

Abbildung 1ll.1. Diagramm der verwendeten Zelllinien: Fotale Hepatozyten wurden von
einem Spenderklon (FHC) abgeleitet. Nach der Imatisierung durch Transduktion mit
TERT, wurden zwei Subklone separat kultiviert (Fish FHB). Der Karyotyp von nicht-
immortalisierten fotalen Hepatozyten (FHC) und imtalisierten fétalen Hepatozyten
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten ihrer Populatierdopplung analysiert (z.B. PD 50
und PD 250 Ende des Experiments). Die Anzahl dersuchten Mitosen wurde in eckigen

Klammern angegeben.
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Abbildung 11l.2. Reprasentative Bilder von Analysen des Karyotyps nicht-
immortalisierter und immortalisierter Hepatozyten: Zu sehen sind unverdnderte
Karyotypen von nicht-immortalisierten HepatozytéfHC) sowie vom immortalisiertem
Klon FHA PD 50. Numerische Veranderungen des Kgps{Pfeile) finden sich u.a. in den
immortalisierten Klonen FHA PD 40 (Monosomie X) B PD 150 (Trisomie 7).

[I. 2. b. Multicolor-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisi erung (M-FISH)

Zur Untersuchung weiterer struktureller chromos@naleranderungen, wie zum
Beispiel Translokationen und Inversionen, wurdersatzliich M-FISH Analysen
durchgefuhrt. Nicht-immortalisierte humane fttaleepdtozyten (FHC PD 20)
wurden als Kontrolle verwandt. Die untersuchterVBtbsen zeigten einen normalen
weiblichen Karyotyp ohne strukturelle Veranderungdttels M-FISH konnte
ebenfalls eine Trisomie 7 in Langzeitkultur immabsiarter humaner Hepatozyten
(FHB PD 100, 40 untersucht Mitosen) identifiziererdlen, was die Ergebnisse der

Karyogramme nochmals bestétigt. Es konnten keingatzlichen strukturellen
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Veranderungen in Langzeitkultur immortalisierter pdtozyten gefunden werden

(Abbildung 111.3.).

FHC PD 20 (46,XX) FHB PD 150 (47,XX,+7)

ia

35 48 40 30 58 5990 89 38
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Abbildung 1l1.3. Reprasentative M-FISH-Bilder von nicht-immortalisierten und
immortalisierten Hepatozyten: Sowohl nicht-immortalisierte Hepatozyten (FHC PD) 20
als auch immortalisierte Hepatozyten in LangzeitkulFHB PD 150) zeigen keine
strukturellen chromosomalen Veranderungen. Die mistige Aberration (Trisomie 7) im
Klon FHB PD 150 wurde schon in der Karyotypanalgiséektiert und konnte durch M-FISH
bestétigt werden (roter Pfeil).

Zusammenfassend zeigen die zytogenetischen Unkensgen die Entwicklung
einer Aneuploidie (Trisomie 7) in Telomerase-immabgierten humanen fotalen
Hepatozyten in Langzeitkultur. Neben diesen numbes Veranderungen wurden

keine strukturellen Anomalien festgestellt.
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lll. 3. Softagarassay

Um eine potentielle Onkogenitat der immortalisierkdepatozyten (FHA, FHB), mit
oder ohne Aneuploidie (Trisomie 7, Monosomie X), eualuieren, wurde das
verankerungs-unabhangige Wachstum in Langzeitkultuntersucht. Das
Wachstumsverhalten auf Softagar ist ein etabliéntertro-Indikator flr Malignitat.
Wie erwartet, zeigten immortalisierte Hepatozytéme numerische Veranderungen
des Karyotyps keine Proliferationsfahigkeit auftagér (FHA PD 50, FHA PD 80,
FHB PD 80). Fur immortalisierte Hepatozyten mit muischer Veranderung FHA
PD 40 (Monosomie X) sowie FHB PD 150 und PD 250is@mie 7) konnte
ebenfalls keine Koloniebildung beobachtet werdesndbr Subklon FHB PD 100 mit
Trisomie 8 nicht in Langzeitkultur expandierte, kt® er auch nicht im
Softagarassay analysiert werden. Nicht-immortalsiélepatozyten (FHC PD 20)
zeigten ebenfalls kein verankerungs-unabhangigeshgtiam. Als Positivkontrolle
wurde die Koloniebildung von malignen HepG2 und HuEellen, welche mit der

Anzahl der ausgesaten Zellen korreliert, ausgewgrabelle 111.2.).
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Anzahl ausgesater Zellen

5000 500 50
Kontrollzellen
HepG2 28+5.7 6+4.9 1+1.0
HuH7 245+ 25 3825 6+1.0
FHC PD 20 (46,XX) 0 0 0
Normaler Karyotyp
FHA PD 50 (46,XX) 0 0 0
FHA PD 80 (46,XX) 0 0 0
FHB PD 80 (46,XX) 0 0 0
Veranderter Karyotyp
FHA PD 40 (45,X) 0 0 0
FHB PD 150 (47,XX+7) 0 0 0
FHB PD 250 (47,XX+7) 0 0 0

Tabelle 111.2. Softagarassay:Nicht-immortalisierte Hepatozyten (FHC) und imnadigierte

Hepatozyten (FHA, FHB), mit oder ohne Veranderungies Karyotyps, weisen kein
verankerungs-unabhangiges Wachstum, als Zeicheiatignitat, auf. Die Zellen wurden
auf Softagar ausgesat und drei Wochen lang kulttividaligne HepG2 und HuH7 Zellen

wurden als Positivkontrolle verwendet (KolonieanzalStandardabweichung).
lll. 4. Nacktmausassay

Dasin vivo-Wachstum von Zellen in immundefizienten Nacktmauise ein weiterer
Hinweis auf Onkogenitat. Fir diesen Test wurden artadisierte FHB PD 80 Zellen
(46,XX) subkutan in immundefiziente Nacktméause, cel keinen Thymus und
keine T-Zellen besitzen, gespritzt. Auch nach mmemeMonaten konnte kein
Zellwachstum als Kennzeichen von Onkogenitat fetege werden. Als
Positivkontrolle zeigten 4 von 5 (80%) mit malignddEK-293 gespritzte

Nacktméause nach 2 bis 3 Wochen eine Tumorbildung.
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lll. 5. p53-Expression

Es wurde die p53-Expression innerhalb eines Klansartalisierter Hepatozyten
(FHA, FHB) verglichen. Dabei konnte kein signifikan Unterschied zwischen dem
p53-Expressionsniveau von immortalisierten Hepatzymit oder ohne numerische
Veranderungen, festgestellt werden. Dies gilt sdwhiln die immortalisierten
Hepatozyten Klon FHA (FHA PD 40; Monosomie X vers&$lA PD 50;
unverandert), als auch fur den immortalisierten aepyten Klon FHB (FHB PD
150; Trisomie 7 versus FHB PD 80; unveréandert). Pa3-Expressionsniveau in
frisch isolierten, primaren Hepatozyten war vergibar. Im Gegensatz dazu wurde
in Leberkrebszellen (HuH7) eine dreifach hohere -B%Bression detektiert

(Abbildung 111.4.).

5 _
4
c
S 3
@ n.s.
o
=3 |
o 2
™ n.s.
a |
o T
2 14 T L
ks =
()] I
@
0 I I I
FHAPD 40 FHAPD 50 FHB PD 80 FHB PD 150 HuH7
45,X 46,XX 46,XX 47 XX, +7
Abbildung ll.4. Relatives Expressionsniveau von p3: Das relative p53-

Expressionsniveau war, unabhangig von Kkaryotypischéerédnderungen, fir alle
immortalisierte Hepatozyten (FHA, FHB) ahnlich. lEmnte kein signifikanter Unterschied
detektiert werden. In Leberkrebszellen (HuH7) wuhdlegegen eine dreifach hdéhere p53-

Expression detektiert; (n.s.: nicht signifikant).
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lll. 6. p53-induzierter Zellzyklusarrestes nach DNASchadigung

[1l. 6. a. Immunoblot

Im Rahmen der zellularen Reaktion auf DNA-Schéaderd w53 stabilisiert und
induziert nachfolgend die p2l-Expression. Die fiorktlle Integritdt dieser
Signalubertragung wurde in nicht-immortalisierteRHC) und immortalisierten
Hepatozyten (FHA, FHB) mit normalem oder veradndart€aryotyp untersucht.
Dabei wurden DNA-Doppelstrangbriiche mittels GamreatBahlung (10 Gray)
induziert. Zusatzlich wurde in einer separaten @eupvon Experimenten
Camptothecin, ein reversibler Inhibitor der Topomrase |, welcher Strangbriiche
an der Replikationsgabel hervorruft, eingesetzt. hicht-immortalisierten
Hepatozyten (FHC PD 20) kam es, wie erwartet, nddstrahlung oder
Camptothecinbehandlung zu einem stabilen p53-Signdl einer vermehrten p21-
Expression. Als zweite Kontrollgruppe wurden primdrumane Hepatozyten, die
frisch aus einer adulten Leber isoliert worden wargestrahlt. Auch hier konnte
nach Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen einebita p53-Expression im
Immunoblot nachgewiesen werden.

Sowohl Gamma-Bestrahlung als auch Behandlung mmpg@athecin induzierte in
immortalisierten Hepatozyten mit unveranderten K&y (FHA PD 50 und FHB
PD 80) eine Stabilisierung von p53 sowie eine vémeep21-Expression.

Des Weiteren wurden immortalisierte Hepatozyten enitorbener Trisomie 7 nach
150 PD in Langzeitkultur evaluiert (FHB PD 150).sBahlung und Behandlung mit
Camptothecin fuhrten ebenfalls zu einer p53-Stsibilung und zu vermehrter p21-

Expression, die im Immunoblot gezeigt werden konittedieser Hinsicht konnte
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kein Unterschied zu immortalisierten Hepatozytert omverandertem Karyotyp
(FHB PD 80) festgestellt werden (Abbildung III.5.).

Weiterhin  wurden die Immunoblotergebnisse der p&@rEssion mittels
Densitometrie quantifiziert.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigtere ddensitometrieergebnisse
ebenfalls einen starken Anstieg der p53-Konzewmathach Behandlung mit
Camptothecin. Die Erhéhung der p53-Konzentratiom geringer, wenn die DNA

mittels Bestrahlung geschadigt wurde. (Abbildurdsl).

FHC PD 20 FHAPD 50 FHB PD 80 FHB PD 150
(46,XX) (46,XX) (46,XX) (47,XX,+7)
Kon 10gy Cam Kon 10gy Cam Kon 10gy Cam Kon 10gy Cam
|
p53 o B JE—" - —
P2t - - e A

Aktin ‘-—..-..- i.q

Abbildung II1.5. Immunoblotergebnisse: Nicht-immortalisierte (FHC) und immortalisierte

Hepatozyten (FHA, FHB) wurden bestrahlt oder mitr(péothecin behandelt. Im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle konnte ein starkes $igral und eine erhdhte p21-Expression
fur alle mit Camptothecin behandelten Hepatozyten Inmunoblot detektiert werden.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch nach Bestrahlestpéstellt werden; jedoch war die
p53-Konzentration und die p2l-Expression nicht garks erhéht wie bei den mit

Camptothecin behandelten Hepatozyten. Bezliglichep8®@-Konzentration und der p21-

Expression nach Bestrahlung oder Behandlung mit @athecin konnte kein Unterschied
zwischen immortalisierten Hepatozyten mit oder ohe€indertem (Trisomie 7) Karyotyp

festgestellt werden. (Kon: unbehandelte Kontrolegm: Camptothecin behandelte; 10 gy:
10 Gray bestrahlt).
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Abbildung IlI.6. Densitometrieanalyse der p53-Bande des Immunoblots: Die p53-
Banden der bestrahlten (10 Gray) oder mit Campttthebehandelten Proben (Cam)
wurden mit den jeweiligen Aktinbanden ins Verhéltgesetzt und mit den Banden der
unbehandelten Kontrollen verglichen. Im Gegensatz Bestrahlung induzierte die
Camptothecinbehandlung eine starkere Stabilisiermom p53 im Rahmen der DNA-
Reparaturantwort.

lll. 6. b. Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die funtwielle Intaktheit der
nachgelagerten (,downstream®) Ziele von p53 im Rehnder Reparaturantwort
Uberprift. Dabei wurde Propidium lodid als DNA-Fémuttel eingesetzt und die
Zellzyklusprofile nach DNA-Schadigung durch Bestualy oder

Camptothecinbehandlung analysiert (Abbildung 1)1.7.
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Abbildung IlI.7. Reprasentative Histogramme nach de Auswertung mit ModFit: In
nicht-immortalisierten (FHC) und immortalisierteneplatozyten (FHA, FHB) wurden durch
Bestrahlung (10 Gray) oder Camptothecinbehandlu@gntp) DNA-Doppelstrangbriiche
induziert, welche im Rahmen der Reparaturantworeimem G1/Zellzyklusarrest flhrten.
Das Zellzyklusprofil einer unbehandelten Probe éestus der GO/G1 Zellfraktion, dem
Anteil der S-Phase Zellen und der folgenden G2/MfrZktion (von links nach rechts).
Apoptotische Zellen wirden als so genannter sulp&ik vor der GO/G1Zellfraktion im
Zellzyklusprofil zu finden sein. In behandelten Bno befinden sich mehr Zellen in der
GO0/G1Phase und weniger Zellen in der S- und G2/eisBhDabei konnte kein Unterschied
zwischen immortalisierten Hepatozyten mit unvee#i®in oder verandertem (Monosomie

X, Trisomie 7) Karyotyp festgestellt werden.
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Es konnte ein Zellzyklusarrest mit reduzierter &$&m-Fraktion in immortalisierten
Hepatozyten festgestellt werden. Dies betraf sowddllen mit unverandertem
Karyotyp (FHA PD 50 und FHB PD 80) als auch Zellant numerischen
Veranderungen (FHA PD 40, Monosomie X; FHB PD Ib@somie 7) (Abbildung
[11.7.). Durch Analyse der Zellzyklus Histogrammeittels ModFit, wurde der
prozentuale Anteil an Zellen in der S-Phase bestimiach Bestrahlung konnte eine
signifikante Reduktion der immortalisierten Zelleimne veranderten Karyotyp (FHA
PD 50 und FHB PD 80) in der S-Phase gezeigt werdiém. immortalisierte
Hepatozyten mit numerisch veranderten Karyotyp keneine vergleichbare
Verringerung der Zellen in der S-Phase nach Bdsinghfestgestellt werden (FHA

PD40, Monosomie X; FHB PD 150, Trisomie 7) (Abbitdulll.8.).
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Abbildung 111.8. Statistische Auswertung der Ergebrisse der Durchflusszytometrie
nach Bestrahlung: Die statistische Auswertung der ModFit-Daten zeigjtee signifikante
Abnahme{(p<0,05) der immortalisierten Hepatozyten (FHA, FHB) der S-Phase nach
Bestrahlung (10 Gray) im Vergleich mit unbestrahlteZellen. Dies konnte fir
immortalisierte Hepatozyten mit numerischen Verémagen des Karyotypes (FHA PD 40;
Monosomie X; FHB PD 150; Trisomie 7) und ebensarfunortalisierte Hepatozyten ohne
karyotypische Veranderungen (FHA PD 50; FHB PD @83eigt werden.
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Im Weiteren wurde Uberprift, ob die Induktion vorNADoppelstrangbrichen
mittels Bestrahlung oder Camptothecinbehandlungagmptotisch auf die Zellen
wirkt. Sowohl im Rahmen des bax-vermittelten (mitocdrialer Weg) als auch im
Verlauf des Fas/CD95 Ubertragenden Apoptosesigugsvevird die lysosomale
Proteinase Caspase-3 als Effektorcaspase durcluBgadktiviert. Die gespaltene
Form der Caspase-3 ist also ein Hinweis auf Ap@atkivitat in den Zellen. Im
Immunoblot von Zelllysaten bestrahlter und mit Caotipecin  behandelter
immortalisierter Hepatozyten (FHA, FHB) konnte keimgespaltene Form der
Caspase-3 detektiert werden (Abbildung 111.9.). Rahmen der Apoptose kommt es
auch zur Kondensation der DNA, welche sich in derddflusszytometrie nach
Farbung von fixierten und RNAse-behandelten Zellent Propidium lodid
detektieren lasst. Der hohe, kondensierte DNA-Gekaide im Histogramm als so
genannter sub Gl-peak kurz vor der GO/G1 Zellfomktzu erkennen sein. In den
Histogrammen der Durchflusszytometrie von bestesthloder mit Camptothecin
behandelten immortalisierten Hepatozyten konnta keb G1-peak als Hinweis auf
Apoptoseaktivitat in immortalisierten Hepatozytezfumden werden

(Abbildung 111.7.).
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kDa

132 FHC PD 20 1: 10 Gray

(46,XX) 2: Kontrolle
3: 4uM Camptothecin
FHA PD 40 4:10 Gray
(45, X) 5: unbehandelte Kontrolle
6: 4uM Camptothecin
- negative Kontrolle gespaltene Caspase-3
+ positvie Kontrolle gespaltene Caspase-3

55
43
34

23 M: Molecular Weight Standards

kDa
132 FHAPD 50 1:10 Gray
90 (46, XX) 2: Kontrolle

3: 4uM Camptothecin
FHAPD 80 4:10 Gray
(47,XX,+7) 5: Unbehandelte Kontrolle
6: 4uM Camptothecin
FHB PD 150 7: 10 Gray
(47,XX,+7)  8: unbehandelte Kontrolle
9: 4uM Camptothecin
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Abbildung 111.9. Immunoblotergebnisse von nicht-immortalisierten Hepatozyten und
immortalisierten Hepatozyten nach Bestrahlung oderCamptothecinbehandlung: In
bestrahlten (10 Gray) oder mit Camptothecin beh#edenicht-immortalisierten (FHC) und
immortalisierten Hepatozyten (FHA, FHB) konnte keaiktive gespaltene Caspase-3 (ca. 14

bis 21 kDa) als Hinweis auf Apoptose nachgewiegnden (kDa: Kilo Dalton).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassnschfuss an die Bestrahlung
oder Camptothecinbehandlung eine intakte DNA-Sahsalgwort via p53
Stabilisierung und p21-Expression mit anschlieRend&ellzyklusarrest in
Telomerase-immortalisierten humanen fotalen Hepétozablauft. Die ungestorte
DNA-Schadensantwort konnte auch fir immortalisiétépatozyten, die im Verlauf

der Langzeitkultur (PD 150) den Karyotyp verande(fErisomie 7), gezeigt werden.
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V. Diskussion

V. 1. Immortalisierung von Hepatozyten

Wie bereits demonstriert wurde, fihrt die Rekonsth der Telomerase via
Transduktion mit TERT zu einem unbegrenzten Teiyogential menschlicher
Zellen. Bodnar et al. zeigten 1998 als eine deepr&ruppen, dass die Verlangerung
der ,Lebenserwartung“ von humanen epithelialenefetiurch Transduktion mit der
katalytischen Untereinheit der Telomerase TERT iohiglist. Die Zellen
Uberschritten die normale Teilungsrate um bis z&@pulationsverdoppelungen. Die
Reaktivierung der Telomeraseaktivitat hatte keirerdviderungen des Karyotypes
innerhalb des untersuchten Zellkulturzeit zur Fo{Bednar et al., 1998). In den
darauf folgenden Jahren wurden mehrere humanenZailiech die Reaktivierung der
Telomeraseaktivitat immortalisiert. Beispiele higrkind Fibroblasten (Morales et
al., 1999; O'Hare et al., 2001; Taylor et al., 20@hdotheliale Zellen (Yang et al.,
1999), Keratinozyten (Dickson et al., 2000), T-2sll (Luiten et al., 2003),
Skelettmuskelzellen (Wootton et al., 2003), undtglduskelzellen (Klinger et al.,
2006), sowie mesenchymale Stammzellen (Serakiradi,62004).

Die in dieser Arbeit untersuchten humanen fotalapatozyten wurden 2003 von
Wege et al. durch retrovirale Transduktion mit TERImortalisiert wurden (Wege
et al., 2003c). Die immortalisierten Hepatozytehdigeen wahrend der Proliferation
in Zellkultur typische Funktionen von LeberzellenB. Synthese von Glykogen,
Aktivitdt von Glucose-6-Phosphatase und Synthese Albumin, bei (Wege et al.,
2003c).

Im Gegensatz dazu nutzten Totsugawa et al. inchemer Cre-Rekombinase, um

primare Hepatozyten konditionell zu immortalisier€fotsugawa et al., 2007).
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Hierfur wurde ein retroviraler Vektor mit TERT ufakP Sites verwendet, der EGFP
als Marker besitzt. Somit konnte durch Zugabe vamaxifen die Cre/Rekombinase
aktiviert und TERT sowie EGFP entfernt werden. Boereversibel immortalisierten
primaren Hepatozyten proliferierten, im Gegensatzden immortalisierten fotalen
Hepatozyten, nicht mehr und waren in der GO PhaseZdllzyklus arretiert.

Nguyen et al.. nutzten ebenfalls induzierbare Grkéfhbinase, um primare
Hepatozyten konditionell zu immortalisieren. In siéen Fall wurde ein lentiviraler
Vektor, welcher lox/P Sites, hTERT und SV40T Antigbesitzt, genutzt, um
primare Hepatozyten zu immortalisiert (Nguyen et 2005). Die immortalisierten
primaren Hepatozyten proliferierten Uber langeré ded zeigten, ebenso wie die
hier untersuchten immortalisierten fotalen Hepateay keine Anzeichen von

Malignitat.

Die in dieser Arbeit untersuchten immortalisiertemmanen fétalen Hepatozyten
wurden auch hinsichtlich der Stabilitat ihrer TEEXpression sowie der
nachfolgenden Telomeraseaktivitat und Telomerssaaiing in Langzeitkultur

Uberprift. Als Kontrolle dienten maligne HepG2, Huldnd HEK-293 Zellen, in

denen TERT-Expression vorlag und Telomeraseaktivaghanden ist.

In immortalisierten Hepatozyten konnte eine relativTERT-Expression

nachgewiesen werden, die um zwei Logstufen UberaeTERT-positiven HepG2

und HuH7 Zellen liegt. Im Gegensatz dazu ist diatnee Telomeraseaktivitat der
immortalisierten Hepatozyten aber nur vergleichi#rbzw. geringer als die relative
Telomeraseaktivitat maligner HepG2 und HuH7 ZellEme mdogliche Erklarung

hierfir, ware die, dass neben der katalytischenetdimtheit auch noch andere

Faktoren, wie z.B. die essentielle RNA-KomponenteERT, fur die
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Telomeraseaktivitat notwendig sind. Es ist alsoktan dass TERT relativ stark
exprimiert wird, die Enzymaktivitat aber aufgrundrdyeringeren Menge an TERC
nicht so stark ist. Im Rahmen der Arbeit wurde elies)dgliche Zusammenhang
nicht genauer untersucht.

Die Differenzen der Telomerlangen konnten ein Hiswelafir sein, dass
verschiedene Zellen unterschiedlich lange Teloméenétigen, um stabile
Chromosomenenden aufrechterhalten zu kénnen. ligmesd HepG2 Zellen wirden
hierfir relativ kurze Telomere ausreichen (4.8 kiahrend immortalisierte
Hepatozyten FHB PD 50 (8,9 kb) sowie FHB PD 15Q (Bb) und besonders
maligne HuH7 Zellen (19.2 kb) wesentlich langere lofreere fur die

Aufrechterhaltung stabiler Chromosomenenden beetiglirden.

IV.2. Telomerase und Krebs

Obwohl in vielen humanen Krebszellen TERT-Exprassiod Telomeraseaktivitat
nachgewiesen werden konnten (Shay and Bacchetfiy)19vird die alleinige
Wiederherstellung der Telomeraseaktivitat nichtaaisreichend fur einen onkogenen
Entartungsprozess angesehen (Harley, 2002).

Verschiedene Gruppen haben beschrieben, dass TiER®Grialisierte Zellen,
einschliel3lich Fibroblasten, endotheliale Zellerkel8ttmuskelzellen und glatte
Muskelzellen, einen normalen Phanotyp besitzenkeite Wachstumseigenschaften
von praneoplastischen oder neoplastischen Zellewickeln (Jiang et al., 1999;
Morales et al., 1999). Andererseits gibt es zunetthidinweise dafur, dass durch
eine TERT-vermittelte Immortalisierung und dem dardolgenden unbegrenzten
Teilungspotential sowie der anhaltenden ExpansiorZellkultur, Subklone mit

malignem Potential auftreten kbnnen (Milyavsky let 2003; Mondello et al., 2003;
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Noble et al., 2004; Serakinci et al., 2004). Ubesdidentifizierten einige Forscher
die Aktivierung der Telomerase als ein frihes Hrisig innerhalb der

Leberkrebsentstehung (Hytiroglou et al., 1998; Ohl.e 2003).

Zur Abschéatzung von zytogenetischen Veranderungelangzeitkultur sowie der
Anfalligkeit fir onkogene Transformation, wurdere din dieser Arbeit verwendeten,
TERT-transduzierten humanen fétalen Hepatozytemh,catomosomale Intaktheit
und funktionelle Wachstumskontrolle als Antwort aeife DNA-Schadigung in

Langzeitkultur untersucht.

I\VV.3. Zytogenetische Veranderungen in immortalisieten Zellen

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen in Telomerasexmalisierten humanen
Fibroblasten (Morales et al., 1999) sowie Skeleskelzellen (Wootton et al., 2003)
konnten in zytogenetischen Untersuchungen der brgersuchten Telomerase-
immortalisierten Hepatozyten ein stabiler Karyo{ys,XX) in Zellkultur bis zu 50
PD festgestellt werden. Lediglich eine Subpopufatioron Telomerase-
immortalisierten Zellen wurde mit Monosomie X ddiek (FHA PD 40), zeigte
aber kein verankerungs-unabhangiges Wachstum,iralZeechen von Malignitat.
Wie schon berichtet wurde, erfolgt der Verlust sin@eschlechtschromosoms
regelmafig in alternden Zellen (Leach et al., 20@gher kdnnte es sein, dass
Monosomie X in den hier untersuchten Zellen niclttder Telomerstabilisierung in
Zusammenhang steht. In einer neuen Studie wurderagbt alteren Patienten (47
bis 85 Jahre) glatte Gefaldimuskelzellen isoliert lietbmerase-immortalisiert. Es
konnte festgestellt werden, dass der Verlust descl@echtschromosoms mit

geringerer Haufigkeit in immortalisierten Zellers ah nicht-immortalisierten Zellen
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auftrat (Klinger et al., 2006). Nach dem jetzigeaenkitnisstand spielt Monosomie X
in der Entwicklung von Leberkrebs keine Rolle.

Zum spateren Zeitpunkt der Langzeitkultur (PD 8@Qjyde mittels G-Banding eine
Trisomie 7 als fuhrende karyotypische Veranderungwei unabhangig voneinander
immortalisierten und untersuchten Klonen (FHA un#iBf gefunden. Diese
Aberration konnte auch durch den Einsatz von M-FI&statigt werden. Weitere
strukturelle Veradnderungen konnten nicht festgkstelerden. Zuséatzlich zur
Trisomie 7 konnte Trisomie 8 in 4 von 31 unterseohMitosen zum Zeitpunkt
PD100 festgestellt werden. Trisomie 8 war zu déitespn Zeitpunkten PD 150 und
PD 250 nicht mehr detektierbar. Interessanterwietsmte eine Studie nachweisen,
dass eine Verkirzung der Telomere in humanen Ledeskellen mit dem
verstarkten Auftreten zusatzlicher Kopien des Clusoms 8 korreliert (Plentz et al.,
2005). Das Auftreten von karyotypischen Verandeemngn den untersuchten
Telomerase-immortalisierten Hepatozyten wahrendLdegzeitkultur konnte auch
in anderen Telomerase-immortalisierten humaneredeaezeigt werden (Klinger et
al., 2006; Mondello et al., 2003; Rao et al., 2(@ang et al., 2006).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eineliSietoing der Telomere alleine
noch nicht ausreicht, um zytogenetische Verandemingm Verlauf einer
Langzeitkultur zu verhindern. Trotzdem scheinerogghetische Veranderungen, im
speziellen Aneuploidien, haufiger aufzutreten, wemadulte Zellen mittels
Telomeraseaktivierung immortalisiert werden. So dewm; z. B. humane epitheliale
Brustdrisenzellen von adulten Spendern mittels THRIhsduktion immortalisiert
und entwickelten spater komplexe Veranderungenkaegotypes, z.B. Trisomie 5,

20, 1g und 8q (Rao et al., 2006).
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Des Weiteren wurde in einer Studie mit TERT-immiesitarten adulten

Epithelzellen der Speiserdhre die Entwicklung koewpl struktureller

Karyotypveranderungen im Verlaufe der Zellkultustierieben (Zhang et al., 2006).
Ferner wurde bei TERT-immortalisierten Fibroblasteon Hundertjahrigen die

Entstehung von numerischen und anschlieRendentstellen Verédnderungen des
Karyotypes sowie das Auftreten von verankerung®héagigem Wachstum, einem
Kennzeichen von Malignitat, festgestellt (Mondedtaal., 2003).

Wie bereits erwahnt, war die hauptsachliche Verdamdg welche in den

immortalisierten Hepatozyten beobachtet wurde,Ehigvicklung einer Trisomie 7.

Obwohl der Zugewinn einer zusatzlichen Kopie dego@lmsoms 7 in vielen

epithelialen Tumorzellen beschrieben wurde, ist disomie 7 als alleinige

chromosomale Veranderung nicht ausreichend, umneimalignen Phanotyp

hervorzubringen (Johansson et al., 1993).

In den durchgefuhrten Experimenten zeigten Zelleih e@mer Trisomie 7 kein

verankerungs-unabhéngiges Wachstum, was ein Kerirezeivon Krebszellen ware.
Moglicherweise steht die Entwicklung der Trisomie mit der urspringlichen

Primarkultur fotaler Hepatozyten in Zusammenhan@roist auf eine zufallige

spontane Entwicklung zurtickzufiihren. Die Ergebnisieiten nicht auf einen
direkten Zusammenhang zwischen erhohter Telomedagigit oder Stabilisierung

der Telomere in immortalisierten Hepatozyten und defundenen zytogenetischen
Veranderungen hin.

In der hier vorliegenden Arbeit endete der Untensugszeitraum bei 250
Populationsverdoppelungen. Gegenwaértig ist nochlaunkob eine fortgesetzte
Zellkultur, zu spontanen zytogenetischen Verandggnrmit maligner Proliferation

fuhren kann.
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IV.4. Das Tumorsuppressorgen p53

In vielen humanen Tumoren konnten Mutationen in ekl des
Tumorsuppressorgens p53 nachgewiesen werden (HA896). Dies fuhrt haufig
zum Verlust der tumorsuppressiven Eigenschaft, eglanter anderem auch in
Lebertumoren (Laurent-Puig and Zucman-Rossi, 2@@@gt werden konnte. Die
Tumor hemmende Wirkung von p53 lasst sich auf seklgnktion als
Transkriptionsfaktor zurtckfiihren. p53 reguliertau.die Expression von Genen,
welche in die Zellzykluskontrolle, Apoptose unddie Reparatur von DNA-Schaden
involviert sind. Innerhalb des Zellzykluses agi@&3 als ,Wéachter* am G1/S-
Ubergangspunkt. Das relative p53-Expressionsniweauimmortalisierten fotalen
Hepatozyten, mit oder ohne Veradnderungen des Kgrgptwar mit dem p53-
Expressionsniveau von frisch isolierten, primérespétozyten vergleichbar. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass die retrovirale TERT-Tdakdion und die damit
einhergehende Telomeraseaktivierung, keinen Eimflasf die p53-Expression
haben. Demgegenuber wurde in Telomerase-positieberkrebszellen (HuH7) eine
dreifach hohere p53-Expression gemessen.

In den untersuchten fOtalen Hepatozyten ging dielorierase-vermittelte
Immortalisierung, trotz des Auftretens chromosomaleranderungen, nicht mit
Defekten des p53-vermittelten Zellzyklusarresteshei. Die Aufrechterhaltung der
intakten p53-Funktion wahrend der Zellkulturexpansi von Telomerase-
immortalisierten humanen Zellen wurde auch von esmleéGruppen beschrieben,
zum Beispiel bei humanen Fibroblasten (Milyavskylet 2003; Taylor et al., 2004)
und humanen Plattenepithelzellen der Speiserohmrdlels et al., 2003). Es wurde

aber auch Uber die Entwicklung von p53-Verdnderanga Telomerase-
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immortalisierten Zellen berichtet. So proliferiertezum Beispiel TERT-
immortalisierte humane  Fibroblasten Uber einen rZeih von 70
Populationsverdoppelungen, obwohl die p53-Expresgionahm und dieses zum
Verlust der Wildtypfunktion fuhrt (Noble et al., @9). Au3erdem wurden p53-
Mutationen mit Verlust der Funktion als Teil einspontanen, schrittweise
neoplastischen  Transformation in  Telomerase-imrtisiggien  humanen

Fibroblasten identifiziert (Noble et al., 2004; famo et al., 2005).
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V. Zusammenfassung und Aussichten

Zusammenfassend betrachtet untermauern die Ergebrdgeser Arbeit bereits
gemachte Beobachtungen von Veranderungen des Kpsyoin Telomerase-
immortalisierten humanen Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aufrechterhgltler Telomere nicht ausreicht,
um numerische Veranderungen des Karyotyps in Latkgdtir zu verhindern.

Trotz allem fuhrten diese zytogenetischen Veradnuggn aber nicht zum
verankerungs-unabhéngigen Wachstum und/oder zuerhhethung der DNA-
Schadensantwort, beides Merkmale einer malignensfeamation.

Auch im Nacktmausassay konnte kein Anzeichen fiie @naligne Transformation
der immortalisierten fotalen Hepatozyten gefundenden.

Uberdies besitzen die immortalisierten Hepatozyééme intakte p53-vermittelte
Reparaturantwort auf DNA-Doppestrangbriiche. Diagtzomit indirekt, dass die
immortalisierten Hepatozyten keine mutierten Alldiess Tumorsuppressorgens p53

enthalten.

Da die untersuchten Telomerase-immortalisiertdddteepatozyten ein unbegrenztes
Teilungspotential besitzen, unkompliziert in Langadtur gehalten werden kénnen
und keine maligne Transformation aufweisen, stellsie ein geeignetes
Zellkulturmodell zur Untersuchung der molekularear&hderungen im Rahmen der

Leberkrebsentstehung.

Die Entstehung von Leberkrebs lauft wahrscheinlidds mehrstufiger

Entartungsvorgang ab, wobei die Aktivierung deronetrase als ein wesentlicher
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Schritt angesehen wird. Weiterhin wird angenomndass eine relativ kleine Anzahl
an zusatzlichen genetischen Veranderungen notwersjgum proliferierende

humane Hepatozyten maligne zu transformieren.

In diesem Zusammenhang ware es denkbar, zuklnftchdyezielte Veranderungen,
z.B. retrovirale Insertionsmutagenese, Auslosungn voxidativen Stress,

Manipulation von Signalwegen die an der Leberkretstehung beteiligt sind, eine
maligne Transformation zu induzieren. Durch zytagetche und molekulare
Charakterisierung der Zellen kénnten dann neue rifitkésse zu den molekularen

Grundlagen der Leberkrebsentstehung gewonnen werden
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