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Der Zweifel ist der Beginn der Wissenschatft.
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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist weltweit dasfthaufigste Malignom und die
dritthaufigste krebsbedingte Todesursache. Wahidiadklinischen Risikofaktoren gut
definiert sind, sind die molekularen Mechanismele @ur Tumorentstehung und
-entwicklung beitragen, bisher nicht im Detail targlen. Die Hepatokarzinogenese wird
als ein mehrstufiger Entartungsprozess beschriebiere. effektive Telomerstabilisierung
und somit unbegrenzte Proliferation (Immortalitéerden dabei als eine essentielle
Voraussetzung fur die Entwicklung eines HCC betietctDie alleinige Aktivierung der
Telomerase ist jedoch nicht ausreichend, um eingneTransformation zu induzieren.
Zusatzliche genetische Alterationen in weiterenn8igyegen sind notwendig, um die

Transformation in proliferierenden Hepatozyten warareiben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Telomerase-immaitalie humane fetale Hepatozyten
(FH-hTERT) als  Zellkulturmodell  fur  proliferierende Hepatozyten  mit
Telomeraseaktivierung als Fiyst hit* im mehrstufigen Modell der humanen
Hepatokarzinogenese eingesetzt. Um weitere Schédiisgmisse im Ubergang von einer
reparierenden in eine dysregulierte Regeneratiodefinieren, wurden in diesen Zellen
genetische Veranderungen mittels retroviraler bhm@smutagenese ausgelost. Dazu
wurden FH-hTERT mit einem replikationsinkompetentenretroviralen Vektor
transduziert und Klone mit verandertem Phanotypp@tgroliferation) abgeleitet. Um
weitere Phanotypveranderungen funktionell zZu charaderen, wurden
Serumabhéngigkeit und Kontaktinhibition in den Kdanuntersucht. Auf3erdem wurden
ein verankerungsunabhdngiges Wachstum mittels @otasay und ein mogliches

Tumorwachstum mittels Nacktmausassay ermittelt. Disteren wurden LM-PCR und
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gRT-PCR durchgefuhrt, um die viralen Insertionsstel zu identifizieren und

Veranderungen in der Expression der getroffenen bmgrenzenden Gene zu detektieren.
Zur Validierung der Relevanz in der humanen Hepatkogenese wurde die
Genexpression der von der Insertion des Provirugoffenen Gene in humanen

HCC-Proben untersucht und mit einer humanen HC@iikeink verglichen.

Von insgesamt 16 abgeleiteten hyperproliferierend€ionen wurden drei Klone
vollstandig charakterisiert (Klon 4, 6 und 9). Nel@ner gesteigerten Proliferation zeigten
die Klone weitere Phanotypveranderungen. Fir ake ldlone konnte im Softagarassay,
ein etablierterin vitro Marker fir Tumorzellwachstum, ein verankerungsin@aigiges
Wachstum festgestellt werden. Mittels Zellzykludgsan konnte fur Klon 9 zusatzlich
eine vollstandig aufgehobene Kontaktinhibition, &lerkmal von Tumorzellen, gezeigt
werden. Fur Klon 4 wurde eine Insertionsstelle +kBO/on RIPK4 Receptor-interacting
serine-threonine kinased) entfernt detektiert, die eine 10-fache Supposssder
RIPK4-Expression zur Folge hatte. In Klon 6 liegtsdProvirus im Intron 23 des Gens
MYCBP2 (MYC binding protein 2 Diese Insertion filhrte jedoch nicht zu einer Anahg

in der Expression des Gens. In Klon 9 wurde dierésgion von PLAG1Rleiomorphic
adenoma gene)laufgrund einer Virusinsertion im Intron 2 um d&&fache gesteigert.
Die Ergebnisse aus der gRT-PCR mit HCC-Proben im@®dtenbankanalysen zeigten fur
PLAGL1 keinen Anstieg in der Expression, so dass éiktivierung scheinbar keine Rolle
in der Bildung eines HCC hat. Jedoch wurde kurzéate treibende Rolle fur PLAG1 in
der Bildung eines Hepatoblastoms beschrieben. FBK®R konnte in der gRT-PCR mit
HCC-Proben, wie auch in Klon 4, eine Suppressiorden Expression nachgewiesen
werden. Die Datenbankanalysen bestéatigten dieggebEis in einer grof3eren Anzahl von

HCC-Proben, insbesondere fir Hepatitis B-assoeii€dmoren. Eine RIPK4-Suppression
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scheint demzufolge eine funktionell relevante umibende genetische Veranderung in der
humanen Hepatokarzinogenese darzustellen. In Kiworde auRerdem eine Inaktivierung
von NF«B (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene wedlls J) nachgewiesen. Da
RIPK4 NF«B aktivieren kann, kénnte eine RIPK4-Suppressiame einhibierung von
NF-kB zur Folge gehabt haben. Die Inhibierung desdBFsignalwegs kann in der Leber,
ahnlich wie eine aberrante Aktivierung, zu entzistdbedingten Schadigungen und zur
Tumorentstehung fihren. Die Inhibierung von &E-in Klon 4 konnte somit zu dem
veranderten Phanotyp mit Tumormerkmalen beigetragdren. Damit wurde in dieser
Arbeit RIPK4 als moglicher Tumorsuppressor mit eitreibenden Rolle in der frihen
humanen Hepatokarzinogenese identifiziert. Weitéwektionelle Analysen mittels
RNA-Interferenz und in Mausmodellen sind nun notiignum die Rolle von RIPK4 in

der Hepatokarzinogenese weiter zu untermauern.

Zusammenfassend bietet die Applikation der retedeimr Insertionsmutagenese die
Moglichkeit, genetische Veranderungen in FH-hTERISzallosen, die eine maligne
Transformation propagieren. Mittels dieses Ansatkésnen bisher nicht bekannte
Signalwege (z. B. Inhibierung von N&B Uber RIPK4) mit Relevanz in der humanen
Hepatokarzinogenese identifiziert und funktioneltarsucht werden. Das ubergeordnete
Ziel dabei ist, beteiligte Signalwege aufzudecked den Ubergang von Immortalitit zu

Malignitat zu definieren.
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2 Einleitung

2.1 Das hepatozellulare Karzinom

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist weltweit d@isfthaufigste Malignom mit
steigender Inzidenz in den westlichen Industriet@nd* Jahrlich treten weltweit 500.000
neue Falle auf, davon etwa 50.000 in Eurdplntersuchungen der Deutschen
Krebsgesellschaft bestétigen, dass derzeit etviersibis acht von 100.000 Menschen in
Deutschland betroffen sind. Jahrlich kommen circ®d06 Neuerkrankungen in
Deutschland hinzu, wobei Mé&nner zwei- bis dreimalifiger betroffen sind als Frauen.
Inzwischen stellt das HCC die dritthaufigste kredzbbgte Todesursache weltweit dar und

ist Hauptursache fiir das Versterben von Patienieheberzirrhosé.

Das HCC ist eines der wenigen Malignome mit gutrgeften klinischen Risikofaktoren.
Am Anfang der Entwicklung eines HCC steht in deeribbegenden Fallen (85-90%) eine
chronische Entzindung der Leber mit andauerndere@gtion und Proliferation von
Hepatozyten. Im fortgeschrittenen Stadium der Leddgidigung gilt die Leberzirrhose als
wichtigster Risikofaktor fir die Entwicklung einedCC, wobei insbesondere eine
chronische Hepatitis B oder C das Risiko fur einaligme Transformation zuséatzlich
erhéherf. Der Prozess von der beginnenden Leberschadigsnzubi HCC verlauft dabei

Uber mehrere Jahrzehnte.

Eine kurative Therapie ist haufig nur in den frihend asymptomatischen Stadien
erfolgreich. Fur fortgeschrittene Stadien wird dieffnung auf die Entwicklung neuer
molekularer zielgerichteter Therapien gelegt. Dalerden Substanzen eingesetzt, die

wachstumsfordernde intrazellulare Signalwege in Temorzellen blockieren. Zurzeit ist
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zur Behandlung des HCC nach erfolgreicher Klinisch&estung nur der
Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib zugelasgerZur weiteren Entwicklung effektiver
Praventions- und Therapieansatze sind ein fundiekerstandnis der mehrstufigen
molekularen Pathogenese des HCC und eine genauatrf®ender verantwortlichen
Signalwege erforderlich, die eine Transformatiom varoliferierenden Leberzellen im

entzindlichen Milieu auslosen bzw. fordern.

2.2 Molekulare Pathogenese des HCC

Bisher ist die molekulare Pathogenese des HCC mnatit im Detail aufgeklart. Nach

heutigem Wissensstand geht man davon aus, dassHdpatokarzinogenese ein
mehrstufiger Prozess ist. Aus normalen Zellen bikleh durch die Akkumulation von
genetischen Veradnderungen Uber préneoplastiscltoteBStain invasiver Tumor. Dabel
muss sich zunachst neben einer unbegrenzten [atilie, auch ein von

Wachstumsfaktoren bzw. -inhibitoren unabhangigesctm entwickeln. Aufl3erdem
mussen transformierende Zellen eine Resistenz gegenAusiésung von Apoptose
erlangen. Um den entstehenden Tumor zu versorgass schliel3lich die Angiogenese
vorangetrieben werden und die Tumorzellen misserfFdhigkeit entwickeln, invasiv zu

wachsen und zu metastasiefen.

In den letzten zehn Jahren wurden verschiedenelssdigene und verantwortliche
Signalwege identifiziert. So wurden Alterationen den Rezeptoren unterschiedlicher
Tyrosinkinasen und Anderungen in durch Wachstunisfak vermittelten Signalwegen
der Angiogenese beschrieben. Die Angiogenese isenésll fir Tumorwachstum,
Angioinvasion und Metastasierudg/erschiedene Wachstumsfaktoren der Angiogenese,

wie VEGFA (Vascular endothelial growth factor) AANGPT2 @Angiopoietin 2 und PDGF
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(Platelet-derived growth factdrwerden im HCC Uberexprimiert bzw. wurden im Rias
von HCC-Patienten in htheren Proteinmengen im ‘el zu Patienten mit einer
Zirrhose detektiert Diese Wachstumsfaktoren induzieren SignalwegeAsgiiogenese.
So kommt es zum Beispiel zur Aktivierung des RAFKMERK- und des
PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs® VEGF ist ein bereits gut untersuchter Wachstunsfak
Eine hohe Expression gibt Aufschluss (iber das Tetadium'? AuBerdem werden hohe
VEGF-Mengen mit einer schlechten Prognose nach Ti@sektion, mit einer geringen
Heilungs- und Uberlebensrate und mit einer Angiasion und Portalvenenthrombose in
Verbindung gebracHt™® Ein weiterer Wachstumsfaktor, der in der Hepatikagenese
eine Rolle spielt, ist IGF Iifsulin-like growth factor Eine Uberexpression von
beispielsweise IGF2 findet in 16 bis 40% der HC@xtst Da der PISK/AKT/mTOR-,
RAF/MEK/ERK- und der Wnf-Catenin-Signalweg Uber IGF-Rezeptoren aktiviert
werden, kann es im Falle einer Uberexpression VBRF und IGF-Rezeptoren zur
Aktivierung dieser Signalwege kommé&h® Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg kann
jedoch auch auf andere Weise aberrant aktiviertd@rerin normalem Gewebe wird dieser
Signalweg negativ durch PTENPlfosphatase and tensin homodloeguliert™ Die
Expression von PTEN ist in der Halfte der HCC reeldzwas eine aberrante Aktivierung
des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs zur Folge RAtDie Aktivierung des Signalwegs
scheint eine sehr entscheidende Rolle in der Patiesg des HCC zu spielen. So wurden
in 15% der HCC eine erhthte Proteinmenge der akiphsphorylierten Form von mTOR
(Mammalian target of rapamycdiund in 45% der Falle hohe Konzentrationen vonaken
p70 S6, ein Substrat des phosphorylierten mTORektlett?! In 20 bis 48% der HCC
wurde eine erhdhte c-MET-Expression nachgewié$éh.Der Tyrosinkinaserezeptor
c-MET reguliert Proliferation, Migration, Viabilittund Angiogenese und wird durch das

Zytokin  HGF (Hepatocyte growth factyr aktiviert. Patienten mit einer
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c-MET-Uberexpression entwickeln einen aggressivéranBtyp mit einer schlechten
Prognosé! Ein weiterer betroffener Signalweg, der ERK/IMAPKySalweg, ist beteiligt

an zellularen Prozessen, wie Proliferation, Diffeierung, Angiogenese und Viabilitdt.
Eine Aktivierung tragt in verschiedenen soliden TDwem, so auch beim HCC, zur
Tumorprogression und Metastasierung BeFir die Entstehung eines HCC wurde
aul3erdem eine Aktivierung des Whtatenin-Signalwegs beschrieben, entweder durch
Gain-of-function Mutationen im Gen vonp-Catenin oder durchLoss-of-function
Mutationen in AXIN1 und AXINZ® Der Wntp-Catenin-Signalweg ist in
Zellproliferation, Angiogenese, anti-apoptotisch8ignalen und in die Formation der
extrazellularen Matrix involviet: Etwa 50 bis 70% der HCC zeigen erhohte

B-Catenin-Konzentrationeft:*?

Die bisher beschriebenen Alterationen (siehe olssgen sich jedoch nur in einem Teil
der Patienten nachweisen, so dass bisher kein éumgndes Modell, wie z. B. fUr das
Kolonkarzinom, fur die molekularen Grundlagen dertdehung des HCC entwickelt
werden konnte. Im Gegensatz dazu steht die Bedlaghtdass eine frihzeitige
Stabilisierung der Telomere (in 90% der Falle duRgaktivierung der Telomerase) eine
notwendige Voraussetzung flr eine unbegrenzte lasdProliferation und damit fur die

maligne Transformation i§t.

2.3 Telomerase und Telomere

Die Telomerase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymeraswelche die
Chromosomenenden stabilisiert und den zellteiluedstyten Telomerverlust ausgleicht.
Telomere sind die Endstrukturen eukaryotischer @lmspmen, die aus einer kurzen sich

hundert- bis tausendfach wiederholenden DNA-Seqbesiehen. Diese nicht-kodierende
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Sequenz ist evolutionar konserviert, wobei Variaio beschrieben wurden. So besitzen
hohere Pflanzen die Sequenz 5-TTTAGGG-3' und Mlmdeen 5-TTAGGG-3°°%'
Telomere weisen unterschiedliche Langen auf. Sdefiman in humanen Zellen einige
tausend Wiederholungen des Hexanukleotids, wahreed einigen Mausarten die
Telomere ein Vielfaches dieser Lange aufweisenibBarhinaus variiert die Telomerlange
auch zwischen den Individuen einer Art und selbssehen einzelnen Geweb&hEs gibt
eine Vielzahl von telomerbindenden Proteinen, zTRF1 und 2 Telomeric repeat
binding factor lund2) sowie POT1Rrotection of telomeres 1 homo)o Zusammen mit
der Telomersequenz bilden diese Proteine einendgpkbteinkomplex, der héufig auch
als Telosom bezeichnet wird und der die Chromoseméen zur so genanntérop
structureaufrollt (Abbildung 1)!°*! Die so gebildeten molekularen Kappen schiitzen die
kodierenden Bereiche des Chromosoms vor enzymatis€regradation, homologer
Rekombination und die linearen Chromosomen vor dfusder Enden. Intakte
Telomerkappen sind demnach notwendig, um eine absomale Instabilitat in

eukaryotischen Zellen zu verhindéff?
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T-Schleife

TRF1

TRF2

BB

Abbildung 1: Das Telosom (modifiziert nach Wege und Briimmendorf*)). Die
telomerbindenden  Proteine  bilden zusammen mit derelormersequenz  einen
Nukleoproteinkomplex, der die Chromosomenenden sougenannterioop structure(D- und
T-Schleife) aufrollt.

Aufgrund der unvollstandigen semikonservativen DR@plikation, sowie aktiver
enzymatischer Prozesse wahrend der S-Phase desykliedl kommt es bei jeder
Zellteilung zu einer Verkirzung der Telomere undngozum replikationsbedingten
Verlust von Bindungsstellen fiir die stabilisierenderoteiné’> Nach einer bestimmten
Anzahl von Zellteilungen, wird eine kritische Telertiénge erreicht, welche die Bildung
der schiutzenden Kappen nicht mehr zuldsst. DieeZdheten in die Seneszenz ein - ein
irreversibler postmitotischer Ruhezustand mit Briagr Stoffwechselaktivitdf*’ Die
teilungsbedingte Telomerverkirzung und die daduselgrenzte Proliferationsfahigkeit
von normalen differenzierten Zellen, wurde von kgdt al. anschaulich auch als

_mitotische Uhr“ bezeichnéf

Im Gegensatz zu somatischen Zellen mit einer genngelomeraseaktivitdt weisen

Keimbahn- und Tumorzellen stabile oder sich nugéam andernde Telomerlangen auf.
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Das Ribonukleoprotein Telomerase synthetisiert isseh immortalisierten Zellen neue
Telomersequenzetie novodirekt an das Chromosomenende. Der Telomervertingt so
ausgeglichen und die Telomere stabilisiert. DasyBEnbesteht zum einen aus einer
RNA-Komponente (TERC Telomerase RNA compongnivelche zur Bindung an das
Chromosomenende und als Matrize fir die Neusynthesel elomersequenzen dient, und
zum anderen aus einer reversen Transkriptase (FERTomerase reverse transcriptqse
deren Expression entscheidend fiir die Aktivitatidelenzyms ist***° Die Verlangerung
der Telomere geschieht nach folgendem Prinzip: Bras/m héangt an den tGberhangenden
G-reichen Einzelstrang TTAGGG-Repeats an, indemfidas 3’-Ende des Chromosoms
an die RNA-Komponente der Telomerase bindet. Nadmdlokation der Telomerase
beginnt die Elongation erneut. Der C-reiche Straamy 5-Ende wird durch die

konventionelle DNA-Polymerase verlangert (Abbild@)g*
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Dyskerin
Telomerende TERC .
TTAGGGTTAG g Elongation
AATCCCAA
3 TERT l
. Translokation
TTAGGGTTAGG GTTAG
AATCCCAA N
3k l
5 Elongation

TTAGGGTTAGGGTTAG

AATCCCAA N >

Abbildung 2: Funktion der Telomerase (modifiziert nach Wege und Briimmendorf®). Die
RNA-Komponente (TERC) bindet zundchst an das 3'eEdds Telomers und dient somit als
Matrize fur die Neusynthese der TelomersequenzhMeaeerser Transkription (Elongation) durch
die katalytische Untereinheit der Telomerase (TER@&)schiebt sich der Telomerasekomplex
(Translokation) in Richtung 5-Ende und eine eredtlongation beginnt.

Wahrend der Embryonalentwicklung des MenscheniesfTélomerase in allen Geweben
aktiv. und wird normalerweise zum Zeitpunkt der Ggbin somatischen Zellen
supprimier>°® Untersuchungen haben gezeigt, dass die Telomeiaseise im Rahmen
von Regenerationsprozessen transient reaktiviemdeme kann. So wurde in einem
Leberregenerationsmodell in Schweinen, deren Teloimlegie dem Mensch ahnelt, eine
Aktivierung der Telomerase nach einer Resektion voh bis 80% der Leber
nachgewiesen. Die Telomeraseaktivitat korreliedbeail mit der Anzahl der mitotischen
Hepatozyten? Im Gegensatz dazu wird TERT in den Keimbahn- umdién meisten

Tumorzellen dauerhaft exprimiert. 90% aller humademoren, unabhangig ihrer Art,
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zeigen eine hohe Telomeraseaktivitat, wahrend iniegenden nicht-malignen Gewebe
keine Aktivitat zu verzeichnen i§t°>>°° Der Telomerase und den Telomeren wird in der
Karzinogenese eine duale Rolle zugeschriéb&hSo fiihrt, laut Hypothese, eine kritische
Verkirzung der Telomere zunéchst zu instabilen @lespomen mit einem deutlich
erhohten Risiko an chromosomalen Aberrationen, Ruisionen und Aneuploidieli®® In
Folge dessen kommt es zu weiteren Mutationen, weltle maligne Transformation
férdern. Um dann eine ,mitotische Katastrophe“ irbliferationsarrest und Zelltod zu
umgehen, wird die Telomerase dauerhaft aktivieg, Telomere stabilisiert und so die
unbegrenzte Expansion der entarteten Zellen erofiig{Abbildung 3f Die Regulation
der Telomerlange ist jedoch nicht immer von derivikit der Telomerase abhéngig.
Wahrend 90% der humanen Tumore eine hohe Telonakiag#it aufweisen, stabilisieren
die restlichen 10%, insbesondere Sarkome, ihrer@somenenden auf eine andere %Art.
1995 wurde dieser telomeraseunabhéangige Prozes3eli@merstabilisierung postuliert

und als ALT-Mechanismug\(ternative lengthening of telomejdsezeichnet?
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l.o'.l'oooooool'ooooooo.looooooo.l'oooooool'ooooooo. Kelmbahnze”en

Telomerase
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) *, Somatische Zellen
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g ,es*** Tumorzellen
q) . agr g oaa .. ....
= | Genetische Instabilitat ., Telomerase oder ALT

SeneszenZe. . .e°"

Zellteilungen (PD)

Abbildung 3: Replikationsbedingte Telomerverkirzung (modifiziert nach Wege und
Brimmendorf*%). Keimbahnzellen mit dauerhaft aktivierter Telomerdsadten wéhrend der
Zellteilung die Telomerlange konstant. In somatisthZellen nimmt aufgrund der inaktiven
Telomerase die Telomerlange mit jeder Zellteilutetig ab. Die genetische Instabilitat nimmt
damit zu bis die Zellen in die Seneszenz eintrdbendas Risiko flir genetische Alterationen steigt,
kdnnen sich in den somatischen Zellen Mutationesammeln. Die entarteten Zellen stabilisieren
dann ihre Telomerlange mit Hilfe der Telomeraser agen ALT-Mechanismus.

2.4 Die Rolle der Telomerase in der Hepatokarzinogenese

Die Aktivierung der Telomerase wurde als ein esedat Schritt in der
Hepatokarzinogenese beschrieben. So konnte 19%igyexerden, dass etwa 85% der
Leberzellkarzinome eine hohe TelomeraseaktivitBvaisen, wobei die Telomerlange von
2,0 bis 16,0 Kilobasen (kb) variiéft. AuBerdem haben verschiedene Gruppen gezeigt,
dass eine Telomeraseaktivierung bereits in prakésea hepatischen Knoten
stattfindet®*® Zusétzlich wurde eine Uberexpression von TRF1, ZRid TIN2
(TRF-1-Interacting nuclear factor)2in hochgradig dysplastischen Knoten detekfiert.
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass dieiéking der Telomerase friihzeitig in

der mehrstufigen Hepatokarzinogenese auftritt.
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Die alleinige Aktivierung ist jedoch nicht ausregetd, um eine maligne Transformation zu
induzierer®’ Zusétzliche genetische Alterationen in weiteragn&iwegen sind notwendig,
um die Transformation in proliferierenden Hepatenytvoranzutreiben. Dabei ist man
nach heutigem Kenntnisstand tUberzeugt, dass nedseretbmeraseaktivierung eine relativ
kleine Anzahl zellularer Signalwege gestort sind.kBnnten Hahet al. zeigen, dass sich
normale epitheliale Vorlauferzellen durch die elddpxpression von TERT, sowie dem
Simian Virus 40 groRem T-Onkoprotein (SV40T) undeen onkogenen Allel von H-ras

(Harvey rat sarcoma viral oncogene homoléag Tumorzellen umwandeln lass&h.

2.5 Modellsystem zur Untersuchung der Hepatokarzinogerse

Um weitere Schliisselereignisse im Ubergang vorr egmarierenden in eine dysregulierte
und entartete Regeneration zu definieren, ist égranud der komplexen Interaktionen
zwischen zelleigenen und auf die Zellen einwirkenBaktoren zunéchst erforderlich, eine
Vereinfachung des experimentellen Systems vorzueaehnBisher wurden jedoch
funktionelle Untersuchungen zu den molekularen @Glagen der Hepatokarzinogenese
durch das Fehlen geeigneter Zellkulturmodelle lgnit Primare humane Hepatozyten
kbénnen zwar aus Spenderlebern isoliert und firreknezen Zeitraum kultiviert werden,
lassen sich jedoch nicht in Zellkultur vermehremdArerseits sind die etablierten
Hepatomazelllinien HepG2 und HuH7 bereits maligrengformiert und weisen einen
komplex alterierten Karyotyp auf, so dassliesen Zellen funktionelle Untersuchungen zu
den entscheidenden Schritten der Hepatokarzinogenes durch Inhibition definierter

Signalwege mdglich sind.

Da die Proliferation von humanen Hepatozyten inlkz#ur durch eine fortschreitende

Verkirzung der Telomere begrenzt wird, wurden voegeéét al, zur Generierung einer
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Leberzelllinie, fetale Hepatozyten (FH) aus 22 B% Wochen alten humanen Feten
isoliert. Diese Zellen wurden aufgrund ihrer von dNstumsfaktoren unabhangigen
spontanen Proliferation in Zellkultur verwendet.rEluektope Expression von TERT, der
aktivitatsbestimmenden katalytischen Untereinheit Belomerase, wurde dann in FH die
Telomerase aktiviert und so die Telomere stabitisienmortalisierungf® Auf mRNA-
und Proteinebene, sowie in funktionellen Analyskonnten verschiedene Marker fir
hepatozellulare Funktionen wie Albuminproduktion, arhstoffentstehung,
Glukose-6-Phosphatase-Aktivitat, Glykogensynthesel UExpression von Genen der
Cytochrom P450 1 und 2 Familie bei den immortatisie Hepatozyten (FH-hTERT)
nachgewiesen werd&f. Intrahepatische Zelltransplantationsstudien zmigteine
Integration von FH-hTERT in das Lebergewebe, wabeitransplantierten Hepatozyten
auRerdem ihr phanotypisches Differenzierungspaandieibehielteri? Inzwischen
konnten die immortalisierten Hepatozyten bis zur@8® Populationsverdopplungen (PD)
in Zellkultur expandiert werden. Dagegen zeigeroirerase-negative FH nach nur 35 bis

40 PD eine abnehmende Wachstumsgeschwindigkei¢ined seneszenten Phanotyp.

Bezlglich der malignen Transformation konnte beregezeigt werden, dass die
Aktivierung der Telomerasper sekeine maligne Transformation induziéttFH-hTERT
haben kein verankerungsunabhangiges Wachstum, emknd&l von Tumorzellen, und
sind somit nicht in der Lage Kolonien im Softagaes zu bilden. Auch mittels des
Nacktmausmodells konnte vivo kein Tumorwachstum beobachtet werden. Bei Erreichen
einer Konfluenz von 100%, sowie bei Abwesenheit 8a@num, kommt es bei FH-hTERT,
wie fur nicht-transformierte Zellen Ublich, zum Egklusarrest. AuRerdem kann nach
Auslosung von DNA-Doppelstrangbrichen durch Be#tradn eine ungestorte

Schadensantwort via p53ymor protein p5Bund p21 Cyclin-dependent kinase inhibitor
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1A) ausgel6st werden. Es kommt zu einem erhohterezyidlisarrest der Zellen in der
Go/Gi-Phase mit einer signifikanten Reduktion der S-Bhasine Behandlung von
FH-hTERT mit Camptothecin, ein DNA Topoisomeragehibitor, der zu Brichen an der
Replikationsgabel fihrt, induziert ebenfalls eirtatflisierung von p53 und eine erhohte
Expression von p2l. Die immortalisierten Hepatoaytsind somit aufgrund der
unbegrenzten Proliferation und des nicht transfertan Phénotyps hervorragend zur
funktionellen Untersuchung der mehrstufigen Hepatnkogenese geeignet und wurden
in dieser Arbeit als Zellkultursystem fur proliferende Hepatozyten mit
Telomeraseaktivierung ald=irst hit* im mehrstufigen Modell der Hepatokarzinogenese

eingesetzt.

2.6 Insertionsmutagenese im Rahmen der HBV-assoziierten
Karzinogenese

Die chronische Hepatitis B ist, wie bereits erwalaimt mal3geblicher Risikofaktor fur die
Entwicklung eines HCG>™ So steigt das Risiko einer HCC-Entwicklung beieein
chronischen Hepatitis B-Infektion um das 5- bis fahe? 53% der priméaren
Leberkarzinome weltweit werden mit einer chronischidepatitis B in Verbindung
gebracht® Dabei wird dem Hepatitis B Virus (HBV) eine direkiind eine indirekte Rolle

in der Karzinogenese zugeschrieben.

Bei dem indirekten Effekt kommen zu einer chrongcthinflammation der Leber

verschiedene virale Proteine hinzu, die die Tramsébion zusatzlich vorantreiben kdnnen.
So stért zum Beispiel HBxHgpatitis B virus X prote)nverschiedene zytoplasmatische
Signalwege, die bei Regulation von Wachstum undfiiat eine Rolle spielen. Zu diesen

Signalwegen gehdren u. a. der JAK/STAT-Signalweg,MF«B-Signalweg und auch der
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Wnt/B-Catenin-Signalwed’ "® Bei dem direkten Effekt kommt es zur Integrati@s &/irus

in das Genom der Wirtszelle. Die Integration dealen Genoms ist nicht essentiell fir die
Virusreplikation, fuhrt allerdings zu einer Persist im Wirtsgenom. HBV-Integrationen
findet man bei 85 bis 90% der HCC-Patienten mieeahronischen Hepatitis B, wobei die
Integration der Virus-DNA nicht auf das HCC besciitaist. So wurden auch im
umliegenden Lebergewebe Virusinsertionen nachgewi/@$® Oxidativer Stress oder
Einflisse, die zu DNA-Schaden fiuhren, erhohen daluke Frequenz der
HBV-Integration®" AuRerdem wird die Integration des Virus durch venm auftretende
DNA-Schaden und eine erhohte Replikation wahrend d®onischen Entziindung
geférder? Die HBV-Integration induziert verschiedene gerwtes Alterationen im
Wirtsgenom. So wurden chromosomale Deletionen, Sfo&kationen, Transkriptfusionen,
Amplifikationen zellularer DNA und genomische Irsitdat beschriebed’®* Die
genetische Instabilitat kann dann zu Veranderurigeder Expression von Onkogenen,
Tumorsuppressorgenen und microRNAs (miRNA) fiiffedntersuchungen haben zudem
gezeigt, dass HBV-Integrationen vor allem in Regiomuftreten, die Signaltransduktion,

Proliferation und Viabilitét regulieref.

Um solche Alterationen zu induzieren und so weiignalwege der Hepatokarzinogenese
zu identifizieren, wurden FH-hTERT in dieser Arbeiit einemvy-retroviralen Vektor

transduziert. Retrovirale Vektoren sind gezieltéveterte Viruspartikel, die in der Lage
sind, analog zu HBV, in das Genom zu integriered damit Mutationen auszulésen. Im

folgenden Abschnitt werden Retroviren ausfihrlidhenandelt.
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2.7 Retroviren

Retroviren Retroviridad wurden erstmals 1911 von Roetsal. beschriebefi* Er und
Kollegen konnten zeigen, dass mit filtrierten Ektem aus Gefligelsarkomen gesunde
Huhner infiziert werden konnen, die daraufhin ebfafTumore entwickeln. Retroviren
lassen sich in zwei Unterfamilien aufteilen. Zu dénterfamilie der Orthoretroviren
(Orthoretrovirinag gehoren die Gattungen-Retroviren (z. B. RSV - Rous-Sarkom-
Virus), B-Retroviren (z. B. MMTV - Maus-Mammatumorvirug}Retroviren (z. B. MLV -
Maus-Leuk&mie-Virus)p-Retroviren (z. B. HTLV-1 - humanes T-Zell-LeukanVi@us-
Typ 1), e-Retroviren (Fisch-Retroviren, z. B. WDSWValleye dermal sarcoma viruand
Lentiviren (z. B. HIV-1 - humanes Immundefizienzr¥s-Typ 1). Zu der Unterfamilie der
Spumaviren $pumaretrovirinae gehort die Gattung Foamyvirus (z. B. HFV - hunsane

Foamyvirus)>

Retroviren sind behllte Viren mit einem Durchmessen etwa 100 nm (Abbildung 4).
Sie besitzen ein Kapsid, das in eine Matrix einggeb&nd von einer Virushille umgeben
ist. Die Virushulle, eine Doppellipidmembran, entli@ezeptorliganden, die an Rezeptoren
der Zielzelle binden kénnen. Als Erbinformation taadten die Retroviren RNA, die im
Kapsid verpackt ist. Dabei liegt die RNA als lineaEinzel-(+)-Strang vor und wird mit
Hilfe einer reversen Transkriptase in DNA umgessgben. Die DNA kann dann mittels
Integrase in das Wirtsgenom eingebaut werden. BEigyme sind zusammen mit der

Protease im Kapsid verpackt und werden bei Infaktiat in die Zielzelle transportiert.
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Oberflachenproteine Reverse Transkriptase

Matrix
RNA-Genom

Protease

Doppellipidmembran Integrase

Abbildung 4: Aufbau  eines  Retroviruspartikels. Retroviren bestehen aus einer
Doppellipidmembran mit Oberflachenproteinen, dies &ezeptorliganden fungieren und an
Rezeptoren der Wirtszelle binden. Im Inneren ddreiigingebettet in die Matrix, liegt das Kapsid,
das die beiden identischen, einzelstrangigen RNAeMde und die Proteine reverse
Transkriptase, Integrase und Protease enthalt.

Retroviren sind die einzigen RNA-Viren, die dipladgelegt sind. So besteht das Genom
der Retroviren aus zwei identischen RNA-Molekilénese weisen am 5’-Ende eine
CAP-Struktur und am 3’-Ende einen Poly-A-Schwanzuad gleichen so einer zellularen
MRNA (Abbildung 5). Die virale RNA enthalt die Gegag, pol undenv. Gagkodiert fur
Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidprotein®ol (Polymerasg kodiert fur die virale
Protease, reverse Transkriptase und Integrasemn@nvelopé fur die Hullproteine. Die
kodierenden Sequenzen sind von regulatorischenefeqn umgeben, die eine wichtige
Rolle bei der reversen Transkription und der lraign des Virus in das Wirtsgenom
spielen. Die sogenannte R-Region (R - redundanbhb#et den Transkriptionsstart und
das Polyadenylierungssignal und liegt an beidenekndkes Virusgenoms. Am 5’-Ende
befindet sich die U5-Region (U Unique, die eine der beiden Bindungsstellen

(att - Attachment sifefur die Integrase enthalt. Am 3'-Ende befindethsdie U3-Region,
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welche die zweite Bindungsstelle der Integrase aisyy sowie Promotor- und
EnhancerSequenzen fur die Transkription der viralen Gefwischen 5’-LTR und den
kodierenden Sequenzen liegt deaderRegion, die wichtige regulatorische Elemente wie
das Verpackungssignal), die Primerbindungsstelle (PB) als Startpunkt dig reverse
Transkription und eine Spleilddonorsequenz (SD) &nthvor dem 3'-LTR liegt der
Polypurin-Trakt (PPT), der essentiell fur die reseefTranskription ist. Bei der reversen
Transkription werden die 5’-R- und die U5-Regiondas 3’-Ende und die U3-Region an
das 5’-Ende kopiert. So entstehen homologeg terminal repeatd. TR) an beiden Enden

des Virus®

PB at
v

v .
CAP gag/ pol env }—r{ us | R | Poly-A Virales RNA-Genom
SA
att

PPT

1. Reverse Transkription

2. Integration

5LTR 3'LTR
att att
* PB v i
U3 us ag/ pol env us |rR| us Provirus
s [R] us [ gag/p 1 [/ *I
att SA PPT ait

Abbildung 5: Aufbau des retroviralen Genoms und desProvirus (modifiziert nach Modrow

et al.®). Das retrovirale RNA-Genom weist am 5'-Ende einePC3truktur und am 3’-Ende einen
Poly-A-Schwanz auf. Wahrend der reversen Transknpiverden die R- und die U5-Region an
das 3-Ende und die U3-Region an das 5-Ende kopi2ie sogenanntehong terminal repeats
(LTR) mit Integrasebindestellen (att) flankieremndie viralen Gengag, pol undeny, sowie die
regulatorischen Elemente Verpackungssigna) Primerbindestelle (PB), Spleil3donor- (SD) und
SpleiRakzeptorsequenz (SA).
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2.8 Replikationsinkompetente retrovirale Vektoren

Retroviren werden aufgrund ihrer stabilen Integratin das Wirtsgenom zur Expression
eines Transgens u.a. in der Gentherapie eingedBtet retroviralen Vektorsysteme
wurden dabei so entwickelt, dass replikationsinketapte Viruspartikel entstehen, die
nicht in der Lage sind, sich in den Wirtszellenvaumehren. Dazu werden die Geya,
pol undenvdurch die Verwendung von Plasmiden und Verpackzglitygien entfernt und
getrennt. Die restliche virale Sequenz enthalt daa Verpackungssignaj) und befindet
sich auf einem Plasmid, das als retroviraler Vekizeichnet wird. Durch das Entfernen
der gag, pol- und envGene entsteht genug Platz fur eine bis zu 8 kbi3eyro
Transgensequenz. Das Vektorplasmid und die Plasmitlden Genemag pol undenv
werden dann durch Transfektion in eine Verpackuelysde geschleust. Diese kann die
fur die Virusproduktion erforderlichen Proteigag pol undenvzur Verfigung stellen, so
dass nun die Viruspartikel zusammengebaut werdamek Die Viruspartikel enthalten
die RNA des retroviralen Vektors, die dann in deelz&llen in DNA umgeschrieben und
in das Genom integriert wird. Da die Zielzellennesieigenergag, pol- und envGene

besitzen, konnen in den transduzierten Zellen keguen Viruspartikel entstehen.

2.9 Retrovirale Insertionsmutagenese

Die Integration eines Retrovirus kann theoretisioréll erfolgen. Jedoch ist bekannt, dass
der Ort nicht rein zuféllig ist. Der Zugang zur DNs&heint dabei eine wesentliche Rolle
zu spielen, da Integrationen sehr viel haufigeoffenen Chromatin zu finden sind als im
Heterochromatin der Zentromere. Da verschiedene roRegn unterschiedliche
Praferenzen fir den Integrationsort zeigen, kame @hromatinstruktur allein nicht

ausschlaggebend fur den Integrationsort sein. ®grieren Lentiviren, wie beispielsweise
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HIV, bevorzugt in Regionen mit hoher Gendichte oder transkribierte Bereiche,
wohingegen y-Retroviren, wie MLV, vor allem in Promotorregionesktiver Gene
detektiert werdefl® Zellulare und virale Proteine, wie die Integrasalen dabei den Ort
der Integration beeinfluss&i®® Auch Transkriptionsfaktoren der Zelle und das

Zellzyklusstadium kénnen ausschlaggebend fiir degtationsort seif*°

Jede Integration eines Provirus in das zellularenoBe zerstort die genomische
Organisation und wird daher als Insertionsmutager®szeichnet. Es besteht bei jeder
Virusintegration die Gefahr, dass die Expressiagramzender Gene beeinflusst wird. Eine
Veranderung eines Genproduktes oder der Genexpneggischieht dann, wenn Gene
direkt oder deren regulatorische Elemente, wie Btora Enhancer oder
Terminator-Bereiche, sowie Lokus-Kontroll- und M&tAnheftungs-Regionen, getroffen
sind. Die (In-)Aktivierung von Genen durch das Rmas kann auf verschiedene Arten

erfolgen:

Promotor-Insertion. Liegt das Provirus vor einem Gen in der gleich@angkriptionellen
Orientierung, kann der virale Promotor in der 58eo 3'-LTR-Region den zellularen
Promotor ersetzen und zu einer verdnderten Trarigkri des Gens filhren. Wenn der
Promotor der 5-LTR-Region genutzt wird, kann eiasienstranskript entstehen. Dabei
wird das Polyadenylierungssignal in der 3'-LTR-RweyilUberlesen und die virale
Splice-Donor-Sequenz genutzt. Der 5-LTR-Bereicmrkgedoch auch deletiert sein,
wodurch der Promotor im 3'-LTR-Bereich aktiv ¥tDer virale Promotor kann ebenfalls
aktivierend wirken, wenn das Provirus im ersterramtdes Gens liegt. Das endogene
Transkript ist durch das virale Polyadenylierungsal trunkiert, jedoch werden alle

folgenden Exons durch den viralen Promotor trabsrt. Ist der Translationsstart im
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zweiten Exon lokalisiert, wird ein Protein mit nalar Lange translatiert. Das Provirus
kann sogar zu einem verklrzten Transkript fuhrem.sBd fir das Gen c-Myhv{myb
myeloblastosis viral oncogene homdglomsertionen beschrieben, die ein verkirztes

Protein mit einem alternativen Startcodon zur Foigeten®

Enhancer-Insertion. Die Transkription der zellularen Gene kann auf¥arakirch die
Bindung von zellularen Transkriptionsfaktoren arahd Enhancerin der U3-Region des
LTR-Bereichs erhoht werdef®* Dabei kénnen diese viralen Verstarkerelemente (iber
grof3e Entfernungen sowohl vor als auch nach einemv@rksam sein. So konnte gezeigt
werden, dass das Protoonkogen c-Myaenfyc myelocytomatosis viral oncogene homplog
durch einen Retrovirus aktiviert werden konnte, aiddie Integrationsstelle einmal 30 kb

und einmal 270 kb vom Gen entfernt liéut.

Verkirzung durch Insertion. Liegt das Provirus innerhalb eines Gens in gedelndger

Orientierung, kann das Protein durch ein Polyadenyhgssignal verkirzt werden. Das
wiederum kann entweder zu einem inaktiven oderizene konstitutiv aktiven Protein mit
fehlenden regulatorischen Sequenzen fihren. Sdeflthe Zerstérung der Genstruktur
durch virale Insertion zu einer Inaktivierung desnmirsuppressorgens p%%’ Im

Gegensatz dazu kam es durch eine retrovirale losemn Intron 7 des Gens Tpl-2
(Mitogen-activated protein kinase kinase kinaye@d Expression einer konstitutiv aktiven

und verkirzten Serin/Threonin-Kina¥e?

Insertion in regulatorische Bereiche.Eine (In-)Aktivierung kann ebenfalls durch eine
Virusinsertion in regulatorische Bereiche der Genestande kommen. So kodnnen

Promotor- oder andere Regulationsbereiche zerstértlen, was zur Inaktivierung des
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Gens fuhrt. Gene kdnnen dabei jedoch auch aktiviertien, indem durch die Integration

destabilisierende Elemente, wie z. B. miRNA zetst@rdent®

Wird durch die Insertion ein Protoonkogen aktivi&eann es zur Entstehung von Tumoren
kommen. Im Fall von c-Myc fiihrte die Aktivierunghdief3lich zu T-Zell-Lymphomen im
Rattenmodel?®> Unkontrolliertes Wachstum durch die Aktivierungnv@rotoonkogenen
durch Retroviren konnten auch Haywald und Kolledpmn Hiuhner-Bursa-Lymphomen
zeigen. Die Entstehung dieser Lymphome wird ebEné&hdeutig auf die unkontrollierte
Uberexpression von c-Myc, verursacht durch eineovegle Insertion, zuriickgefihtt?
Retrovirale Vektoren werden nun im Sinne einer meden Insertionsmutagenese
experimentell eingesetzt. Aufgrund der bekanntequ8ez des Provirus, lasst sich die
Insertionsstelle und damit potentielle Protoonka&geitber verschiedene Methoden
identifizieren (z. B. LM-PCR -Ligation-mediated polymerase chain reac)id’f So
konnten mit Hilfe der experimentellen Insertionsaggnese bereits erfolgreich
Protoonkogene, die beispielsweise in die Entstehwmg Leuk&mien involviert sind,

identifiziert werdert231%4
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2.10 Zielsetzung

Basierend auf den bisherigen Untersuchungen, wiindelieses Projekt die Hypothese
aufgestellt, dass es wahrend eines chronischen rdcfmeens zur permanenten
Aktivierung der Telomerase kommen kann, die den dtiggyten ein unbegrenztes
Wachstum (Immortalitdt) erméglicht. Dabei scheimgsgr Vorgang ein essentieller und
friher Schritt in der mehrstufigen Hepatokarzinagenzu sein. Fur den Ubergang von
Immortalitdt zu Malignitat sind dann weitere geselie Alterationen erforderlich

(Abbildung 6).

~ Hepatozyten

v %  Zusatzliche Genetische

*

‘ Veranderungen
Immortalisierte Zellen D 2
Permanente Telomeraseaktivierung
Tumorzellen
Immortalitat —
Malignitat

Chronische Leberschadigung

Abbildung 6: Arbeitshypothese.Bei einem chronischen Leberschaden kann es zungmemten
Aktivierung der Telomerase in den proliferierenddepatozyten kommen, was den Zellen ein
unbegrenztes Wachstum erméglicht. Fur den Ubergangmmortalitat zu Malignitat sind wenige
zusatzliche Alterationen erforderlich.
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Einleitung

Fur diese Arbeit wurden Telomerase-immortalisiehigmane fetale Hepatozyten als
Zellkulturmodel fir proliferierende Hepatozyten miglomeraseaktivierung al$iyst hit*
im mehrstufigen Modell der Hepatokarzinogenese esmtgt. Um weitere an der
HCC-Entstehung beteiligte Signalwege zu identifeme sollten in FH-hTERT, durch
Transduktion mit eineny-retroviralen Vektor, genetische Veranderungen inmé& einer

induzierten Insertionsmutagenese ausgeldst werden.

Das uUbergeordnete Ziel ist es, beteiligte Signabvemd ihre hierarchischen und
redundanten Beziehungen zueinander aufzudeckerchDBeantwortung dieser Fragen
sollen die Schlusselereignisse im Ubergang vorr eemarierenden zu einer dysregulierten
und entarteten Regeneration definiert werden. kidiertes Verstandnis der wirksamen
Mechanismen wuirde die Madoglichkeit zur Entwicklungeuer diagnostischer und
therapeutischer sowie moglicherweise auch praventterfahren eréffnen, um z. B. eine

Transformation frihzeitig zu erkennen oder bei molRisiko gezielt zu unterbinden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zelllinien

HuH7. Die Tumorzelllinie HuUH7 wurde aus einem gut diffiezierten HCC eines 57 Jahre
alten Japaners etabliert. Die Zelllinie weist eimdegrenzte Proliferation mit einer PD in
circa 36 h auf. Wahrend die Zellen im serumfreieeddm ein Monolayerwachstum
zeigen, ist bei Anwesenheit von Serum sogar eintidyérwachstum zu beobachten.

HuH7 Zellen sind Telomerase-positiv und zeigen &el®merlange von 24,9 K>

HepG2. HepG2 Zellen wurden aus einem HCC eines 15-jahrigendlichen isoliert.
Die Zellen weisen ein unbegrenztes Wachstum beerelD von 48 h auf. Bei
Anwesenheit von Serum sind bei dieser Tumorzedlli@in Monolayer- sowie ein
Multilayerwachstum zu beobachten. HepG2 zeigen e€lméomeraseaktivierung. Die

Telomerlange liegt bei 5 ki°

FH-hTERT. Bei FH-hTERT handelt es sich um fetale Hepatozydenvon menschlichen
Feten im Rahmen einer elektiven Abtreibung in d&r[@s 24. Schwangerschaftswoche
isoliert wurden. Die isolierten Zellen zeigen keihelomeraseaktivitat. Nach circa 35 bis
40 PD nimmt die proliferative Aktivitat der Zellanit Eintritt in die Seneszenz ab. Durch
die ektope Expression von TERT wurde die Telomerasktiviert und die Hepatozyten so
immortalisiert®® Die Telomeraseaktivitat der immortalisierten feraHepatozyten ist etwa
30-mal so hoch wie in HepG2 und die Telomerlanggtlbei circa 11,5 kb. Die Zellen
zeigen ein reines Monolayerwachstum und es kommuieegrenztem Wachstum circa

alle 24 h zu einer PD. Die Verwendung der FH-hTER@&llen wurde von der
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Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigberiehmigungsnummer

OB-034/06).

3.1.2 Zellkultur

Als Zellkulturmodell wurden die bereits etabliertand charakterisierten FH-hTERT bei
einer PD von 30 bis 75 verwend@tWie zuvor beschrieben, zeigen die immortalisierten
Hepatozyten keinen malignen Phanotyp wahrend dpaiision in Langzeitkultur bis PD
150/* Humane Tumorzelllinien wie HuH7 und HepG2 wurdéds positive Kontrollen
verwendet. Die murine Verpackungszelllinie PG13 nthe zur Generation der
replikationsinkompetenteny-retroviralen Vektoren. Die Bestimmung des Viruestt
erfolgte mit Hilfe der humanen Medulloblastomzeid TE671. Alle Zellen wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle MediuPMEM) mit 4,5 g/l Glukose (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem dRrserum (Invitrogen) sowie den
Antibiotika Gentamycin und Amphotericin B (Endkongation: 10 pg/ml Gentamycin,
0,25 pug/ml Amphotericin B; Invitrogen) kultivierElr FH-hTERT wurde das Medium
zusatzlich mit 5pg/ml Insulin and 2,4ug/ml Hydrocortison (Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland) versetzt. Alle Zellen wurden im Zédlibator (Heraeus BB 16; Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) bei 37°C, 5%-iger @@tmosphare und 95%-iger
relativer Luftfeuchtigkeit in 25 cfa bzw. 75 cm-Zellkulturflaschen (T25 bzw. T75;
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland) kultiviert. Bieiee Generationszeit von 24 bis 48 h
wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80 bi%0passagiert. Hierzu wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit PB8osphate Buffered SalinpH 7,4;
Invitrogen) gewaschen. Danach folgte der VerdauQy@s% Trypsin-EDTA (Invitrogen)
im Zellinkubator fur 2 bis 5 min. Zum Abstoppen dewypsinierung wurden die Zellen

anschlieBend mit serumhaltigem Medium resuspendigrtl schlie3lich in der
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gewinschten Dichte ausgesét und mit Medium wiedtgedlllt. Um die Zellzahl und die
daraus folgende Zellteilungsrate zu bestimmen, amtle Neubauer-Zahlkammer (Brand,
Wertheim, Deutschland) und ein Mikroskop (DM IL; it® Wetzlar, Deutschland)
benutzt. Fiir die Langzeitlagerung im fliissigen I&tioff wurden 1 bis 3 x f0zellen in

1 ml Gefriermedium (80% DMEM, 10% fetales Rindeuser 10% Dimethylsulfoxid;
Sigma-Aldrich) aufgenommen und zunachst fur 15 iméh Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden die Zellen in eindfneezing containe{Nalgene, Rochester, NY, USA)
fur 24 h bei -80°C gelagert, bevor sie fur die Lagifagerung in flissigen Stickstoff
uberfuhrt wurden. Zum Auftauen wurden die Zellen @nem 37°C Wasserbad
(GFL - Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwed2éutschland) aufgetaut und direkt
in eine Zellkulturflasche gegeben und mit Mediususpendiert. Das Abzentrifugieren der
Zellen erfolgte jeweils bei 500 x g und 4°C fur 3nnfEppendorf Centrifuge 5810 R;
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Alle Zellkuétxbeiten erfolgten an einer sterilen
Werkbank (Heraeus HS 12; Thermo Scientific). Gdmexche Arbeiten mit der
Sicherheitsstufe 2 wurden in der Anlage E34-11/@tchigefihrt und zuvor von der

zustandigen Behorde genehmigt (GenehmigungsnunBadr210/07).

3.1.3 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS Fluorescence activated cell sortingt es
madglich, einzelne Zellen in einem Flussigkeitsstram z&ahlen und anhand ihrer
physikalischen und molekularen Eigenschaften zersathen. In dieser Arbeit wurde eine
fluoreszenzaktivierte  Zellanalyse mit dem  Durchdlngometer FACSCanto
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) durchgefii um das fluoreszierende
intrazellulare Protein EGFP Efhanced green fluorescent profeinbzw. mit

Propidiumjodid gefarbte DNA nachzuweisen. Die Ftotfe werden mittels eines
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monochromatischen Laserstrahls angeregt und eraittieLicht einer bestimmten
Wellenlange, was durch einen Detektor registrientdwZusatzlich werden durch die
Lichtbeugung und -streuung Informationen Uber di®f3@ und Struktur der Zellen
gewonnen, so dass tote Zellen und Dubletten flrAdialyse herausgenommen werden

kénnen. Die Auswertung erfolgte mit der Softwared3Diva5 (BD Biosciences).

3.1.4 Retrovirale Transduktion mit SF11aEGFPrev

Fur die induzierte Insertionsmutagenese wurde iesati Arbeit SFIdEGFPrev als
replikationsinkompetenter vy-retroviraler  Vektor  eingesetzt. Das  retrovirale
Expressionsplasmid pSFIEGFPrev enthéalt als Basisplasmid pUC19 (AbbilduphgDie
LeaderRegion stammt von pSF11 (NCBI AJ132035) und dieeizWitankierenden
DNA-Wiederholungseinheiten (LTR) wurden von den men Retroviren MPSV
(Myeloproliferative sarcoma virQsund SFFVp $pleen focus-forming virus plasmid

abgeleitet. Zusatzlich ist EGFP als Selektionsnmagkéhalten.

5'LTR 3'LTR

/_H /_H
ﬂ us hd I EGFPrev

E
w
E
(5]

puUC19

Abbildung 7: Aufbau  von  pSF1lmEGFPrev. Das retrovirale  Expressionsplasmid
pSF1LEGFPrev enthalt als Basisplasmid pUC19. DéaderRegion stammt von pSF11 (NCBI
AJ132035) und die LTR wurden von den murinen Reteov MPSV und SFFVp abgeleitet.
Zusatzlich ist EGFP als Selektionsmarker enthalten.

Herstellung von SF1EGFPrev. Die retroviralen Vektoren SFAEGFPrev wurden mit
Hilfe der murinen Verpackungszelllinie PG13 gengrie Dazu wurde das

Expressionsplasmid pSFIEGFPrev und die Plasmide, welche die Ggag pol und
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env enthalten, stabil transfiziert (freundlicherweigan Prof. Dr. B. Fehse durchgefihrt
und zur Verfugung gestellt, Interdisziplindre Kkni und Poliklinik  far

Stammzelltransplantation, Universitatsklinikum HamipEppendorf, Hamburg). Die
transfizierten PG13 Zellen verpacken das viraleogesche Transkript in retrovirale
Partikel. Die daflr erforderlichen Proteigag pol und envwerden ebenfalls von PG13
zur Verfugung gestellt. Die fertigen Partikel siadfgrund der fehlendegag- pol- und

envGene replikationsinkompetent und kénnen zur rétaten Transduktion der Zielzellen
verwendet werden. Zur Produktion von S&EGFPrev wurden PG13 Zellen in T75
ausgesat. Die Virusernte erfolgte bei einer Komflugon 80 bis 90%, wobei das Medium
zunachst gewechselt wurde. Nach 8 h wurden diegetribviralen Partikeln durchsetzten
Uberstande abgenommen, durch einen 0,45 um-Fitktropur S; Sarstedt) gegeben und

schlie3lich bei -80°C gelagert.

Ermittlung des Virustiters. Um den Virustiter zu ermitteln, wurden 2 x>ITE671 Zellen

in 12WellPlatten (Sarstedt) ausgesat. Nach 24 h wurde @asulwh durch 1 ml Medium

mit Zusatz von Polybrenen (Hexadimethrinbromid,gdnpl; Sigma-Aldrich) ausgetauscht.
Dieses Polykation neutralisiert die Ladungen deloBerflache und der retroviralen
Vektoren und verbessert somit die Bindung der Vaerdie Zelloberflache. Dann wurden
20, 50 bzw. 100 pl Virustberstand und erneut 1 nedidm mit 8 pg/ml Polybrenen
hinzugefiigt. Nach Zentrifugation der Zellen bei QG0 g fur 1 h bei 20°C und 24 h
Inkubation im Zellinkubator erfolgte ein Mediumweeh Nach weiteren 24 h wurden die
Zellen geerntet. Die Anzahl der erfolgreich trarmsdden und damit EGFP-positiven
Zellen wurde anschlielRend prozentual mit Hilfe d&kCS-Analyse bestimmt. Zur
Titerbestimmung wurden nur FACS-Ergebnisse einbezpdpei denen maximal 30%

EGFP-positive Zellen vorhanden waren, da hodherensthaktionsraten zu mehreren
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Insertionen pro Zelle und somit zu unterbestimnyenstitern fihren'®’ Folgende Formel

wurde flr die Titerberechnung verwendet:

x Viren Eingesetzte Zellzahl * Anteil EGFP-positiver Zellen(%) 1000
= * *
ml 100 Volumen des Virusuberstand

Um die Virusanzahl in 1 ml zu bestimmen, wird zurgicdie Gesamtzellzahl der
erfolgreich transduzierten Zellen (EGFP-positivngtelt ((Eingesetzte Zellzahl * Anteil
EGFP-positiver Zellen in %)/100). Jede EGFP-pasit Zelle enthélt eine
Virusintegration, so dass damit die Virusanzahl dem eingesetzten Volumen des
Virusuberstands bestimmt ist. Nun kann die Anzadn diren pro ml errechnet werden
(1000 / Volumen des Virusuberstands in pl). p&etroviren nur bei der Zellteilung
integrieren kbnnen und so nur eine Tochterzelleoffen ist, muss abschliel3end mit dem

Faktor 2 multipliziert werden.

Retrovirale Transduktion von FH-hTERT. Zur retroviralen Transduktion von
FH-hTERT wurden zunachst \&ell-Platten (Sarstedt) mit jeweils 2 ml Virusuberstand
beladen und bei 1000 x g und 4°C fur 30 min zemidrt. Der Uberstand enthielt
zusatzlich 8 pg/ml Polybrene. Nach Verwerfen deserStands wurden 0,5 x 20
FH-hTERT Zellen (in 0,5 ml Medium) pré/ell ausgesat und mit neuem Virusuberstand
beschichtet (2 ml Virusiberstand + 8 pg/ml PolybjemNach 24 h Inkubation wurde die
Virusbeladung wiederholt (2 ml Virustiberstand + &/ml Polybrene) mit einem
Mediumwechsel nach weiteren 24 h. Nach insgesantt W2irden die Zellen aus einem
Well geerntet und die Transduktionseffizienz mit Hiffer FACS-Analyse ermittelt. Die

Zellen aus den restlichewells wurden zusammengefasst und fur die weiteren Aralys
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verwendet. Der Virustiter wurde so eingestellt,sdsi€h durch die gesamte Transduktion

eineMultiplicity of infection(MOI - Anzahl der Viruspartikel pro Zelle) von 20gab.

3.1.5 Isolation von Einzelzellklonen

Um Einzelzellklone mit relevantem Phéanotyp (gestdiy Proliferation) zu isolieren,
wurden EGFP-positive und EGFP-negative, nicht-ttamierte Zellen zu etwa gleichen
Teilen gemischt und bei einer Passage von 1:6 bemnfléenz kultiviert. Mittels

FACS-Analyse wurde die Mischkultur etwa 80 Tageglamerwacht und der Anteil an
EGFP-positiven Zellen ermittelt. Nach Detektioneginligoklonalen Dominanz (Zunahme
der EGFP-positiven Zellen und Reduktion des CV-¥&rt wurden je 100 Zellen in
60 mm-Zellkulturschalen (Sarstedt) ausgeséat. Nalois 3 Wochen wurden EGFP-positive
Kolonien, entstanden aus Einzelzellen, mit Klonmgsringen (Sigma-Aldrich)

aufgenommen und fiir die weitere Charakterisierwpgediert.

3.1.6 Zellproliferation und Serumabhangigkeit (CellTiter 96)

Serumabhangigkeit und Proliferation wurden mit élilesCellTiters 96 AQ,eous ONne
Solution Cell Proliferation AssagPromega, Madison, WI, USA) bestimmt. Hierbei wird
colorimetrisch die Anzahl der lebenden Zellen eteitit Dazu wurden in 98Vell-Platten
(0,3 cnf/Well Sarstedt) 2500 Zellen in 100 pl Medium pwell ausgesat. Zur
Bestimmung der Serumabhangigkeit wurde 24 h nacbs@at das Medium gewechselt
und nach einmaligem Waschen mit PBS mit 0 bzw. 2¥arshaltigem Medium ersetzt.
Fir jeden Zeitpunkt wurden\W8ellsmit 20 plCellTiter 96L6sung versetzt und fir 1 h im
Zellinkubator inkubiert. Die Absorption wurde ankeBend mittels Photometer (Ultra

Microplate Reader EL 808; Bio-Tek Instruments, Wiski, VT, USA) bei 490 nm
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gemessen und damit ein Mal3 fur die Zellzahl bestinidre optische Dichte wurde bis

zum Tag 10 ermittelt.

3.1.7 Zellzyklusanalyse

FH-hTERT zeigen, im Gegensatz zu verschiedenen Tzetllinien, ein reines
Monolayerwachstum. Bei Erreichen einer Konfluenzn vb00%, kommt es bei den
immortalisierten Hepatozyten, wie fur nicht-transiterte Zellen Ublich, zur
Kontaktinhibition und damit zum Zellzyklusarrest. mU die Kontaktinhibition der
abgeleiteten Klone zu untersuchen, wurden Zellzahalysen durchgefuhrt. Dazu wurde
die DNA der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff grdoumiodid (PI; Sigma-Aldrich)
markiert und der DNA-Gehalt mit Hilfe der FACS-Agsé ermittelt. Durch die
Bestimmung des DNA-Gehalts koénnen die Zellen demscleedenen Phasen des
Zellzyklus zugeordnet und die Anzahl der Zellenden einzelnen Phasen bestimmt
werden. Wahrend die Zellen in der G1-Phase eingiachen DNA-Gehalt (diploid, n=2)
besitzen, verdoppelt sich dieser in der S-Phasdiegtschliel3lich vor der Teilung in der

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

Es wurden von 40 bis 60% bzw. 100% konfluenten ufeh jeweils 1 x 19 Zellen
geerntet und durch ein 70 um-Zellsieb gegeben, whkldmpen abzutrennen. Nach
Abzentrifugieren wurde das Zellpellet einmal miskgltem PBS gewaschen, erneut
zentrifugiert und behutsam in 0,5 ml eiskaltem RBSuspendiert. Danach wurden 5 ml
70% EtOH (-20°C) tropfchenweise unter SchwenkendaiZellen gegeben und diese flur
2 h auf Eis inkubiert. Mit 5 ml kaltem PBS wurdere dZellen dann rehydriert und
anschlieBend abzentrifugiert. Nachdem der Uberstatfidrnt wurde, wurden die Zellen

erneut mit PBS gewaschen und abzentrifugiert. DaketPwurde schlie3lich mit 0,5 ml
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Farbelbsung (50 pg/ml Pl und 500 U/ml RNase A irBPBesuspendiert und bei 37°C im
Dunkeln fur 30 min inkubiert. Danach erfolgte direkie FACS-Analyse. Alle

Zentrifugationsschritte erfolgten bei 500 x g urf€ 4ir 5 min. Mit der Analysesoftware
ModFit (Verity Software House) wurden die DNA-Higramme ausgewertet und der

prozentuale Anteil der Zellen in den einzelnen Zdllusphasen bestimmt.

3.1.8 Softagarassay

Zur Uberpriufung auf verankerungsunabhangiges Wachstin etabliertein vitro Marker

fur Tumorzellwachstum, wurden Softagarassays dufithgt'°® Dazu wurden jeweils 50,
500 und 5000 Zellen in 0,33%-igem Agar verdiinnt anfieine 0,5%-ige Agarschicht in
60 mm-Zellkulturschalen (Sarstedt) ausgesat. Na@fo8hen im Zellinkubator wurde das

Koloniewachstum durch Auszahlen unter dem Mikrosgapntifiziert. HUH7 und HepG2

dienten als positive Kontrollen.

3.1.9 Nacktmausassay

Als in vivo Marker fir eine maligne Transformation wurde deackimausassay
durchgefiihrt® Dazu wurden 4 bis 10 Wochen alte thymusaplastisshektmause
(nu/ny verwendet, die aufgrund eines eingeschréanktenunsystems nicht in der Lage
sind die transplantierten Zellen abzustoRen. Esi@mgeweils 2 x 10Zellen in 100 pl
DMEM mit 2% Serum und 100 pul ECM Gel (extrazellelaMatrix vom murinen
Engelbreth-Holm-Swarm Sarkom; Sigma-Aldrich) resmpert und subkutan in die
rechte und linke Flanke injiziert. Als Positivkooite wurden HuH7 Zellen verwendet. Die
Tiere wurden zweimal pro Woche kontrolliert und dhd lang auf Tumorwachstum
untersucht. Zellen mit einem malignen Potenzialwakelten Tumore, deren GrélRRe

mittels Messschieber bestimmt wurde. Bei Erreichiees Tumorvolumens von 1 &m
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wurden die Tiere mittels Kohlendioxid getttet. Digere wurden von der zentralen
Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hangblippendorf bezogen und dort
unter tiergerechten Aspekten und strenger Hygiesmwidchung gehalten. Alle
Tierexperimente wurden von der zustandigen Behdgdaehmigt und gemald den
geltenden tierschutzrechtlichen Bestimmungen dwgfihgt (Genehmigungsnummer

25/06).

3.1.10 Dualer Luziferase-Reporterassay

Das NF«B-Reporterplasmid pB2LUC (NkB; Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene in B-cells lwurde freundlicherweise von PD Dr. G. Sass (Insfiiu Experimentelle
Immunologie und Hepatologie, Universitatsklinikunardburg-Eppendorf, Hamburg) zur
Verfugung gestellt. pB2LUC enthalt 2 NdB-Bindestellen, die bei Bindung von N
zur Expression defrirefly-Luziferasefihren. Das zweite Reporterplasmid pRL-CMV mit
CMV-getriebener Expression dRenilla-Luziferase (Promega) wurde als Kontrolle fur die
Transfektionseffizienz verwendet. Die Co-Transfekterfolgte durch Lipofektion (JetPEl;
Polyplus Transfection, lllkirch, Frankreich). JetREerpackt die DNA in positiv geladene
Partikel, die dann mit anionischen Proteoglykanen delloberflache interagieren und
durch Endozytose aufgenommen werden kdnnen. Darzdenwul x 18Zellen prowell in
24-\WellPlatten ausgeséat und nach 24 h mit 1 ug DNA (MarisépB2LUC/pRL-CMV:
20/1) nach Anweisungen des Herstellers transfiziats Kontrollplasmid wurde das
Plasmid M51 verwendet (Verhaltnis M51/pRL-CMV: 2D/24 h nach Lipofektion wurden
die Zellen geerntet und mit Hilfe d&sial-Luciferase Reporter Assay SystgPsomega)
ausgewertet. Die NEkB-Aktivitdit wurde schliel3lich anhand der Luziferakgvitat

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

3.2.1 Konzentrationsbestimmung und Analyse von RNA und DR

Absorptionsmessung. Die Konzentrationen von RNA bzw. DNA wurden mistel
Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm im Spekibédmeter (Eppendorf
BioPhotometer; Eppendorf AG) in einer Verdinnung vin100 (2 ul Probe + 198 ul
A. bidest.) bestimmt. Durch die BioPhotometer Saftev wurden die entsprechenden
Konzentrationen ermittelt. Zusatzlich wurde der @édpgionskoeffizient 260/280 nm
gemessen, der Aufschluss Uber die Reinheit von éilusduren gibt. Reine RNA weist

einen Quotienten von 1,8 bis 2 &tft.

AgarosegelelektrophoreseDie Agarosegelelektrophorese wurde in dieser Arpertutzt,
um die Integritdt der RNA zu untersuchen und um DIRtAgmente analytisch oder
praparativ zu trennen. Fur die DNA-Analyse wurde 2%-iges Agarosegel verwendet.
Dazu wurde 2 g Agarose (Sigma-Aldrich) in 100 mt TAE-Puffer (40 mM Tris pH 8,
1 mM EDTA, 20 mM Eisessig) durch Aufkochen geldsach Abkihlen auf etwa 60°C
wurde 100 pg Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) hinzggben und die Agaroseldsung in
eine Giel3vorrichtung (12 x 14 cm; Thermo Scientifiegossen. Nach Verfestigung des
Gels, wurde dieses in ein Gelsystem (Owl B2 Easy®4isi Gel System; Thermo
Scientific) Uberfuihrt, das mit 1 x TAE-Puffer gdtidvar. Neben einem DNA-Standard
(Tracklt 25 bp DNA Ladderinvitrogen; Tracklt1 Kb Plus DNA Ladderinvitrogen und
pegGOLD Leiter Mix Orange G, Peglab, Erlangen, Belliand) wurden die DNA-Proben
mit einem 6 x Auftragspuffer (Peglab) versetzt umdfgetragen. Die Trennung der
RNA-Fragmente fand in einem 1%-igen Agarosegel.siag Agarose (Sigma-Aldrich)

wurden hier mit 10 ml 10 x FA-Puffer (200 mM MOPS 7, 50 mM Natriumacetat,
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10 mM EDTA) versetzt, mit RNase-freiem A. bidestif 400 ml aufgefillt und durch
Aufkochen geldst. Nach Abkihlung auf etwa 60°C vemrd 00 pg Ethidiumbromid und
1,8 ml 37%-iges Formaldehyd zugegeben und die Lgisin die Gieldvorrichtung
(12 x 14 cm; Thermo Scientific) gegossen. Nach dfreh des Gels wurde es fir
mindestens 30 min in 1 x FA-Puffer (100 ml 10 x PAffer, 20 ml 37%-iges Formaldehyd
auf 1000 ml A. bidest.) in dem Gelsystem (Thermoieddic) aquilibriert. Die
RNA-Proben wurden mit einem 2 x Auftragspuffer 8%® (w/v) Bromphenolblau, 80 pl
500 mM EDTA, 720 ul 37%-iges Formaldehyd, 2 ml 10@fs Glycerin, 3084 pul
Formamid, 4 ml 200 mM MOPS, 116 pl A. bidest.) etz 5 min bei 65°C inkubiert und
neben einen RNA-Standar@,§-10 Kb RNA Laddelnvitrogen) auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 140 V inx IFA-Puffer bei RNA und in
1 x TAE-Puffer bei DNA. AnschlieBend wurden die &ebuf einem UV-Schirm
(ChemiDod" XRS+ Imaging Systems; Bio-Rad Laboratories GmbHjinihen,

Deutschland) analysiert.

3.2.2 LM-PCR

Die Integrationsstellen des Provirus in das Genan Klone wurden mit Hilfe der
Ligation-mediated polymerase chain reactiitM-PCR) ermittelt (Abbildung 8}°? Da

die LTR-Sequenz des integrierten retroviralen Vektobekannt ist, kann ein
vektorspezifischer Primer verwendet werden. NacimdBng und Verlangerung des
LTR-Primers entsteht ein DNA-Strang, der die Sequeer unbekannten flankierenden
genomischen DNA enthalt. Durch Ligation eines Liskean das 3’-Ende des
synthetisierten DNA-Fragments, kann dieses nun iéimeit werden. Das Produkt lasst

sich anschlieRend direkt sequenzieren, so dasdntlgrationsort des Vektors in das
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Genom bestimmt werden kann.

R {ﬂMiM{N Genomische DNA

Restriktionshydrolyse der genomische DNA ‘
DNA-Fragmente mit kohasiven Enden
v
Provirus
Primerverlangerung ‘
Flankierende genomische DNA LTR
@ rrrurasanasnunnnnnns —
Primer
LTR
DNA-Fragmente mit einem glatten Ende
Ligation ‘
LTR
—
Linker
PCR ‘
LTR
! P —
Pmer e vrenss » Primer

Abbildung 8: Ablauf der LM-PCR. Durch Restiktionshydrolyse der genomischen DNA
entstehen verschieden grof3e Fragmente mit koha&ween (Restriktionshydrolyse). Aufgrund

der bekannten Sequenz des Vektors kann ein Priemertzi werden, der an die 5'LTR-Region des
Provirus bindet. Dieser kann dann in 3'-Richtung Im die unbekannte genomische DNA
verlangert werden (Primerverlangerung). Es entsteloppelstrangige DNA-Fragmente mit einem
glatten Ende. An dieses Ende wird in der nachsesakion ein Linker angefiigt (Ligation). Da die

Sequenz des Linkers bekannt ist, kann nun dasaedtste DNA-Fragment durch eine PCR
amplifiziert werden. Die Primer binden dabei an dieker- bzw. an die 5-LTR-Sequenz (PCR).

Die unbekannte genomische DNA-Sequenz, die degritiensort des Provirus identifiziert, wird

durch die PCR amplifiziert und kann anschlieBend Hiife einer Sequenzierung analysiert
werden.

Restriktionshydrolyse. Zunéchst erfolgte eine Restriktionshydrolyse denagmischen
DNA. Die Extraktion der DNA erfolgte mit de@Neasy Blood & Tissue KiiQiagen)
nach Angaben des Herstellers. Fir den Verdau wustemgenanntel-CutterEnzyme

verwendet. Diese weisen eine Erkennungssequenz Basen auf und erzeugen somit
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durchschnittlich DNA-Fragmente von etwa 256 bp. Biezyme wurden mit dem vom
Hersteller angegebenen optimalen Puffer (New EmglamBiolabs GmbH,

Schwalbach/Taunus, Deutschland) angewendet.

Die Ansatze enthielten 10 pl genomische DNA (~ A@, 0,5 ul Restriktionsenzym
Tsp509I (10 U/ul), 3 ul 10 x RestriktionspufferbQil RNase (Roche Applied Science,
Penzberg, Deutschland) auf 30 ul A. bidest.. Diailiation fand zunéchst fir 15 min bei
37°C statt, gefolgt von 2 h bei 65°C (T3 ThermoeyclBiometra GmbH, Gottingen,
Deutschland). Durch den Verdau mit Tsp5091 werdddAB-ragmente mit kohasiven
Enden erzeugt. Um die DNA anschliel3end von EnzyorehPuffern zu reinigen, wurde
eine Fallung durchgefuhrt. Dazu wurden die Restriidansatze mit 3 pl 0,3 M Na-Acetat
pH 5, 75 pl 100%-igem Ethanol und 1 pl Glycogen (&fiul; Roche Applied Science)
vermischt und tber Nacht bei -20°C gelagert. Na@minhitigem Zentrifugieren bei 4°C
und 13000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415 R; Eppend&) wurde der Uberstand
abgenommen und das DNA-Pellet mit 70 pl 70%-igerhaitl gewaschen. Nach
5-minitigem Zentrifugieren bei 13000 rpm und 4°Cd uvierwerfen des Uberstandes,
wurde das DNA-Pellet getrocknet und die DNA ansfb#ind mit 10 pl A. bidest.

resuspendiert.

Primerverlangerung. Bei der Primerextension werden die DNA-Fragment@azhst

denaturiert. Dann folgt die Bindung eines spezifescund mit Biotin konjugierten Primers
an die 5’-LTR-Region und schlie3lich die Verlangeggudes Primers in 3'-Richtung vom
Provirus aus in das Zellgenom. Es entstehen DNApeMHrange, die aus LTR- und
provirusflankierenden Sequenzen und einem glattewleEbestehen. Aufgrund der

identischen Sequenz von 3’- und 5’-LTR-Region btndier biotinylierte Primer ebenfalls
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an der 3-LTR-Region. Das verwendete Restriktiomgen Tsp5091 schneidet auch
innerhalb der Provirussequenz von S&éEEGFPrev. So entsteht mit der Verlangerung des
biotinylierten Primers an der 3-LTR-Region ein §n@ent, das nur die Sequenz des
Provirus enthalt. In diesem Fall ist das FragmeB2 bp grof3 und dient als interne
Kontrolle. Der biotinylierte Primer (Tabelle 1) wde mit einer Konzentration von
0,25 pmol/ul verwendet. Die Ansatze wurden bei 987C5 min, gefolgt von 30 min bei
64°C und schlief3lich bei 72°C fiur 15 min wie folgkubiert: 10 pl DNA, 1 pPfu DNA
Polymerase (2,5 U/ul; Stratagene, La Jolla, CA, YY2Aul 10 xPfu Puffer (Stratagene),

0,4 ul 10 mM dNTPs (Stratagene), 1 ul biotinylieReimer auf 20 pl A. bidest..

Reinigung der DNA. Nach der Verlangerung des mit Biotin gekoppeltemers erfolgte
eine Reinigung der DNA mit den®QlAquick PCR Purification Kit(Qiagen) nach
Herstellerangaben. Die von DNA-Polymerase, Salzed Buffer befreite DNA wurde

dann in 40 pl A. bidest. resuspendiert und in d@iB-Streptavidin-Reaktion eingesetzt.

Biotin-Streptavidin-Reaktion. Durch die Biotinylierung der doppelstrangigen DIK&nn
diese nun an magnetisierte und mit Streptavidirogpklte Partikel gebunden und somit
von anderen DNA-Fragmenten, die keine Vektorseqeeatizalten, abgetrennt werden. Pro
Ansatz wurden 20 pl Magnetpartikel (Dynabeads M-3&@ptavidin; 10 mg/ml; Dynal,
Hamburg, Deutschland) verwendet. DBeads wurden zundchst zweimal mit einem
magnetischen Reaktionsgefal3halter (MagnaRack;raman) mit 100 pl 2 x BW Puffer
(10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 2 M NaCl) gewdsmn. Die gewaschenen
Magnetpartikel wurden anschlieBend in 40 pl 2 x BRUffer resuspendiert. Danach
wurden jeweils 40 ul DNA mit 40 pl gewascheriggadsvermischt und fir etwa 3 h bei

Raumtemperatur rotierend inkubiert (Rotator; Frdmsdbortechnik, Lindau, Deutschland),
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um die Magnetpartikel und die biotinylierten DNAagmente zu binden. Durch 2-maliges
Waschen mit dem magnetischen Reaktionsgefal3haitgeweils 100 ul A. bidest. wurde
schlie3lich nicht-biotinylierte von biotinyliertddNA getrennt. Das DNABeadKonjugat

wurde anschlieBend in 5 pl A. bidest. resuspendiert

Ligation der Linker. Fur die Ligation wurde ein doppelstangiger Pokgin verwendet.
Um diesen herzustellen, wurden 20 ul Polylinkarward (200 pmol/ul) und 20 pl
Polylinker Revers€200 pmol/ul) (Tabelle 1nit 40 pl A. bidest. vermischt und fiir 5 min
bei 70°C in einem Wasserbad (GFL-Gesellschaft fabdrtechnik mbH) inkubiert.
Danach wurde der Ansatz mit 20 pl SAxnealingPuffer (0,5 M Tris-HCI pH 7,4-7,5,
0,35 M MgCh) versetzt und fur weitere 5 min bei 70°C im Wabadr inkubiert.
Anschlie3end wurde das Wasserbad ausgeschaltendatz Gber Nacht im Wasserbad
gelassen und schliel3lich bei -20°C gelagert. Bebridisierung der beiden Sequenzen
entsteht ein Doppelstrang mit einem glatten unerairkohasiven Ende. Dadurch wird
sichergestellt, dass es nur zur Ligation der giateden kommt. Eine falsche Orientierung
wird so verhindert. Die Ligation erfolgte in eineWolumen von 10 pl. Die Ansatze
enthielten 5 pl DNABeadKonjugat, 0,2 pl T4 DNA Ligase (400 U/ul), 1 pl
entsprechender T4-Ligasepuffer, 1 pl Polylinker @il A. bidest.. Die Ansatze wurden
Uber Nacht bei 16°C inkubiert, zweimal mit 100 pl Bidest. mit dem magnetischen
Reaktionsgefal3halter gewaschen und schlie3lichOinulLA. bidest. resuspendiert. Als
Produkt der Ligation entstehen doppelstrangige DMAgmente verschiedener Lange,
deren terminale Regionen identisch sind. So bedih¢ine Terminus aus der Sequenz des
Linkers, wahrend der andere der Basenabfolge demylierten Primers entspricht. In

einer Polymerase-Kettenreaktion (PCRaclymerase chain reactipnst es nun mdglich
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die DNA-Fragmente spezifisch zu amplifiziereh.

PCR. Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte mit Ifé einer zweistufigen PCR
(NestedPCR). Dabei werden in einer ersten PCR-ReaktienDNA-Fragmente zunachst
amplifiziert, die dann in einer zweiten PCR als N dienen. DieNestedPCR bietet
hohe Sensitivitdt und hohe Spezifitdt. So kbnnemnigschte Sequenzen, die relativ zur
Gesamt-DNA nur in geringer Menge in der Probe vodea sind, amplifiziert werden. Die
NestedPCR generiert dabei ausreichend DNA-Mengen, diewgitere Prozeduren, wie
etwa fUr die Sequenzierung, genutzt werden kénAeBerdem kann es bei der einstufigen
PCR, aufgrund von unspezifischer Bindung der Prinzer unerwinschten Produkten
kommen. Bei deNestedPCR wird dies reduziert, da in der zweiten PCR amnderes

Primerpaar als in der ersten PCR verwendet wird.

Zur Amplifikation der DNA-Fragmente in der erste@R wurde ein Mastermixgxtensor
Hi-Fidelity PCR MastermixABgene, Hamburg, Deutschland) verwendet. Der &fighalt
ein Gemisch aus Polymerasen riibofreadingFunktion, Reaktionspuffer, dNTPs, MgClI
und Auftragspuffer fur die Gelelektrophorese. Drarfer wurden so gewahlt, dass diese in
der Region des Linkers bzw. der LTR-Sequenz bindeabelle 1). Die 25 pul Ansatze
enthielten 1 pl DNABeadKonjugate, 12,5 pl Mastermix, 1 ul®1Linkerprimer
(25 pmol/pl), 1 ul I Vektorprimer (25 pmol/ul) auf 25 pl A. bidest..DPCR wurde unter
folgenden Bedingungen durchgefihrt: Der initialenB@rierungschritt erfolgte fir 2 min
bei 94°C, woran sich 30 Zyklen aus DenaturierungddéC fur 15 sAnnealingbei 60°C
fur 30 s und Polymerisation bei 68°C fir 2 min dmgssen. Mit einem 10-minttigen
Polymerisationsschritt bei 68°C wurde die Reaktimendet. Das PCR-Produkt aus der

ersten PCR wurde nun als Matrize unter gleichenirBeshgen in die zweite PCR
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eingesetzt. Dabei wurde das Produkt 1:300 verdiindtals Primer wurden je 25 pmol/ul
NestedLinkerprimer undNestedVektorprimer (Tabelle 1) verwendet, die weiter enn
liegen, so dass das Amplifikat der zweiten PCR ditiezere Basenpaarlange als das
Produkt aus der ersten PCR aufweist. Die PCR-Rmadti wurden in einem Thermocycler

(T3 Thermocycler; Biometra GmbH) durchgefihrt.

Agarosegelektrophorese. Um die entstandenen PCR-Produkte praparativ in der
Agarosegelelektrophorese zu trennen, wurde diengiesRrobe aus dé¥estedPCR auf

ein 2%-iges Agarosegel geladen. Neben dem Star{daadkit 1 Kb Plus DNA Ladder
Invitrogen) wurden die Proben direkt aufgetragenddr Mastermix bereits Auftragspuffer
enthielt. Der Gellauf wurde, wie in 3.2.1 bescheiebdurchgefiihrt. Das Ausschneiden der
dominanten DNA-Banden erfolgte schliel3lich auf dgwrSchirm mit einem Skalpell und
die Extraktion der DNA aus dem Gel gemafd den Higstmgaben mit der@®IAquick Gel

Extraction Kit(Qiagen).

Sequenzanalyse.Um die einzelnen DNA-Fragmente zu sequenzieren agaoddie
unbekannten genomischen Sequenzen, in die dasiontegriert hat, zu identifizieren,
wurden die Proben bei der DNA-Extraktion in jewe8® pl A. bidest. eluiert und
anschlieBend mit einem Thermoblock (Eppendorf Tioenrer Comfort; Eppendorf AG)
bei 55°C und geotffnetem Deckel auf etwa 12 pl edagepft. Die Sequenzierung wurde
von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Dehdesnd) durchgefihrt, wobei der
LTR-spezifische Sequenzierprimer RASEQ (12 pl Preb8 pl 10 pmol/ul RASEQ)
(Tabelle 1) verwendet wurde. Mit Hilfe von versate@en Datenbanken
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und http://www.ensehang/index.html) konnten die

erhaltenen Sequenzen mit dem humanen Genom (NCRI B@man genome build,
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Oktober 2009; Ensemble GRCh37, Februar 2009) wérgh und die Integrationsstellen so
identifiziert werden. Die LM-PCR wurde fur jedendfl zweimal durchgefiihrt, um das
Bandenmuster zu reproduzieren. Nur reproduzierbd@-Banden wurden aus dem Gel

extrahiert und sequenziert.

Tabelle 1: Primer der LM-PCR. In Tabelle 1 sind die in der LM-PCR verwendetennteri
dargestellt. Die Sequenzen wurden in Anlehnung amufnskiet al. ausgesucht und von der
Firma Eurofins MWG Operon synthetisiétf.

Name Basensequenz (5' - 3)

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

Polylinker Forward GAC CCG GGA GAT CTG AAT TCA GTG GCA CAG CAG TTA GG*
PolylinkerReverse CCT AAC TGC TGT GCC ACT GAA TTC AGA TCT CCC G*

1% Linkerprimer GCC CTT GAT CTG AACTTC TC

1% Vektorprimer GAC CCG GGA GAT CTG AAT TC

NestedLinkerprimer CCATGC CTT GCA AAATGG C

NestedVektorprimer AGT GGC ACA GCA GTT AGG

RASEQ CTT GCA AAA TGG CGT TAC

* Bei Aneinanderlagerung der beiden Polylinkersegea entsteht ein Doppelstrang mit einem
glatten und einem kohéasiven Ende (Uberhang istsiniehen).

3.2.3 Platinum-PCR

Mit Hilfe der LM-PCR wurden fiur Klon 4, aufgrundrar sehr kurzen Sequenz, zwei
maogliche Insertionsstellen identifiziert. Um diehtige Integrationsstelle in das Genom
herauszufinden, wurde jeweils 1 neuentisensePrimer (Tabelle 2), der in Richtung

3’-Ende der identifizierten Sequenz lag, synthettsiDie Primer wurden so gewahlt, dass
die eventuellen PCR-Produkte eine Lange von 306.b207 bp aufwiesen. Als

SensePrimer wurde fur beide Ansatze der bereits fur 8equenzierung verwendete
RASEQ Primer (siehe Tabelle 1) genutzt, der inldéR-Region des Provirus bindet. Fur

die PCR wurde dePlatinum PCR SuperMixXinvitrogen) verwendet, der neben einer

45



Material und Methoden

Taq DNA-Polymerase, Mg, dNTPs und Reaktionspuffer enthalt. Die 25 pl Ansa
enthielten 1 pl DNA (80-100 ng/ul), 22,5 pl Mastern(1,1 x), 0,75 pl RASEQ
(6,67 pmol/ul), 0,75 pAntisenseK4-1 bzw. AntisenseK4-2 (6,67 pmol/ul). Die PCR
wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Detiale Denaturierungschritt
erfolgte fir 2 min bei 94°C, gefolgt von 35 Zyklans Denaturierung bei 94°C fir 30 s,
Annealingbei 46°C fur 30 s und Polymerisation bei 72°C fiimin. Die Auswertung

erfolgte in einem 2%-igen Agarosegel.

Tabelle 2: Primer der Platinum-PCR. Neben der Sequenz der Primer sind die GrofRen der
erwarteten PCR-Produkte angegeben. Die Primer wuvda der Firma Eurofins MWG Operon
synthetisiert. AlsSensePrimer wurde der bereits fur die Sequenzierungveadete RASEQ
Primer (siehe Tabelle 1) genutzt.

Name Basensequenz (5' - 3') PCR-Produkt
AntisenseK4-1 ATG CTT CGG TCA CAA ATG 306 bp
AntisenseK4-2 GAG GAT AAT TCC AAG AGC 207 bp

3.2.4 EGFP-Kopienzahlanalyse

Um die tatsédchliche Anzahl der Virusinsertionen hestimmen, wurde eine
EGFP-Kopienzahlanalyse durchgefuhrt. Die quantaiessung der EGFP-Kopien fand
im Light Cycler SystenfRoche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) sidéizu wurde
zunachst die DNA der einzelnen Klone mit dBideasy Blood & Tissue K{Qiagen) nach
Anleitung des Herstellers isolierAls Standard fir den EGFP-Lauf wurde der Vektor
LeGO-G2 verwendet, der als Insert eine Kopie dafEGens enthalt® Dieser Vektor
besitzt 7137 bp mit einem Gewicht von 7,89 £ 19 (1,1 x 16* g = 1 bp), was 6,34 x 10
EGFP-Kopien pro 50 pg Vektor entspricht. Die Staddghe, bei der 1:10-Verdinnungen
des Vektors eingesetzt wurden, wurde vorher etstet fur weitere Laufe importiert. Zur

Kontrolle wurden bei jedem Lauf zwei Standards efiiprt. Die Reaktionen mit einem
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Gesamtvolumen von 20 ul enthielten neben 2 ul Maske(LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Green Roche Diagnostics), 1 pl genomische DNA der Ki@2&ng), 1 ul
Primer-Mix (Endkonzentration 0,5 uM) (Tabelle 3),6 1ul MgChL (Endkonzentration
3 mM) und 14,4 pl A. bidest.. Das Programm des EG&lfs war wie folgt: 95°C fir
10 min, 45 Zyklen aus Denaturierung bei 95°C fumii, Annealingbei 62°C flr 7 min
und Elongation bei 72°C fur 5 min, schlieBlich dskihlen fur 30 min bei 40°C. Mit
Hilfe der Standardkurve konnte dann die EGFP-Kagméh in der eingesetzten
genomischen DNA bestimmt werden. Anschlie3end wurdeight Cycler Systerdie der
eingesetzten DNA entsprechende Zellzahl ermittett,dann die Anzahl der EGFP-Kopien
pro Zelle zu bestimmen. Dazu wurde genomischesdbilin den Proben amplifiziert.
Die Ansatze enthielten jeweils 20 pl mit 200 ng garische DNA, 2 ul Mastermix
(LightCycler FastStart DNA Master HybPrgb&oche Diagnostics), 1 ul Primer-Mix
(Endkonzentration 0,5 uM) (Tabelle 3), 2,4 ul Mg@ndkonzentration 4 mM), jeweils
2 ul Hybridisierungssonden LC (Endkonzentration QM) und FL (Endkonzentration
0,2 uM) (Tabelle 3) und A. bidest.. Der interne rei@rd fur den [-Globin-Lauf war
Human Genomic DNA Template for Control Reactars demp-Globin Kit (Roche
Diagnostics). 60 ng Kontroll-DNA entsprechen 1 x* Zellen. Zur Erstellung einer
Standardreihe wurden 1:10-Verdinnungen des Stam@amdesetzt. Wie zuvor wurde die
Standardreihe vorher erstellt und in den Lauf imipdr Als Kontrolle wurden zwei
Standards bei jedem Lauf mitgeftihrt. Das Prograna®m @-Globin-Laufs bestand aus:
95°C fur 10 min, 45 Zyklen aus Denaturierung bei®%ir 10 min,Annealingbei 55°C
fur 10 min und Elongation bei 72°C fur 5 min undhlgef3lich das Abkihlen fir 30 min bei
40°C. Die der eingesetzten DNA entsprechende Zdllarde mit Hilfe der Standardreihe

ermittelt. Mit der Gesamt-EGFP-Kopienzahl und dess@ntzellzahl wurde abschlie3end
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die EGFP-Kopienzahl pro Zelle berechnet.

Tabelle 3: Primer bzw. Hybridisierungssonden der EGP-Kopienzahlanalyse. Tabelle 3
enthédlt die Sequenzen der Primer bzw. Hybridisiggsonden, die in der Kopienzahlanalyse
verwendet wurden. Die Primer wurden von der Firno@ons MWG Operon synthetisiert. Die
Hybridisierungssonden, markiert mit einem Fluoregiarbstoff, stammen aus dem LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche Diagnastic

Name Basensequenz (5' - 3")

GFPForward TGC AGT GCT TCAGCC GCT A

GFPReverse GGT GCG CTC CTG GAC GTAG

B-Globin Forward ACA CAACTG TGT TCACTA GC

B-Globin Reverse CAA CTT CAT CCACGT TCACC

FL CAA ACA GAC ACC ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GA -FL
LC LC-AAG TCT GCC GTT ACT GCC CTG TGG GGC AA -p*

* Die LC-Sonde ist am 3'-Ende phosphoryliert, dareg zu keiner Verlangerung durch die
Polymerase kommt.

3.2.5 RNA-Isolierung und Reverse Transkription

Die Extraktion der RNA erfolgte mit demMlucleoSpin RNA Il Kit(Macherey-Nagel,
Duren, Deutschland). Ein zusatzlicher DNase-VemauEliminierung genomischer DNA
erfolgte im Verlauf der Isolierung nach Angaben ¢tesstellers. Nach Bestimmung der
Konzentration im Spektralphotometer und Uberprufurster Integritat mittels
Gelelektrophorese, erfolgte die reverse TranskniptDiese wurde mit demranscriptor
First Strand cDNA Synthesis Ki{Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Dazu wurde 1 pagjed®NA pro Ansatz eingesetzt und
derThermocyclervon Applied Biosystems (GeneAmp PCR System 9766tdf City, CA,

USA) verwendet. Die cDNA-Endkonzentration betrugamnieRend 50 ng/ul pro Ansatz.
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3.2.6 gRT-PCR

In den abgeleiteten Klonen wurden verschiedene Gaufe eine Anderung in der
Expression untersucht. HuH7 wurde dabei als zueh&lKontrolle verwendet. Ein
Vergleich der Expression in den untersuchten Klomérdieser Tumorzelllinie war jedoch
kein Kriterium fur eine relevante Expressionsandgruda das HCC ein sehr heterogener
Tumor ist und HUH7 nur ein Teil der mdglichen Vatérungen der Hepatokarzinogenese
reprasentiert. Um die Veréanderungen in der Expoessiu detektieren, wurde eine
quantitativeReal timePCR (qRT-PCR) durchgefihrt. Dazu wurd@uantiTect Primer
Assays(Qiagen), die bereits validierte Primersets fuezfische Gene enthalten, in
Kombination mit denQuantiTect SYBR Green PCR Master Mpiagen) verwendet. Das
Ansatzvolumen betrug jeweils 10 ul: 5 pl xantiTect SYBR Green PCR Master Mix
1 pl 10 xQuantiTect Primer Assayl ul cDNA (50 ng/pl) und 3 pl A.bidest.. Die PCR
wurde in 384WellPlatten (Sarstedt) mit dem ABI Prism 7900H Themoter (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt, wiodie Polymeraseaktivierung far
15 min bei 95°C stattfand. Danach folgten 40 Zyldeis Denaturierung fur 15 s bei 94°C,
Annealingder Primer fur 30 s bei 55°C und Elongation furs3bei 72°C. Anschliel3end
wurde fur jedes Amplikon die PCR-Effizien£)( berechnet und dann die relative
Expression der zu untersuchenden Gene mit demegffizorrigiertem Model der relativen

Ct[zu untersuchendes G7EACt[Basket Housekeer}?rlm Als interne

Quantifizierung ermittelt E®
Kontrolle wurden verschiedene Referenzgene als neogde Basket housekeeper
zusammengefasst: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Delyptiasse (GAPDH), ribosomales

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

Die Genexpression der durch die LM-PCR detektie@ene wurde zusatzlich in humanen
HCC-Proben im Vergleich zu gesundem LebergewebilnigRT-PCR ermittelt, um die
Relevanz in der humanen Hepatokarzinogenese zupriifen. Dazu wurden in einer
Pilotstudie humane HCC-Proben gesammelt § Proben). Die Ethikkommission
genehmigte die Verwendung dieser Proben (Genehmsgyummer PV3578). Die
Extraktion und reverse Transkription der Gesamt-R3idlgte, wie in 3.2.5 beschrieben.
Bei 2 HCC-Proben wurde RNA aus dem Randbereich demd Zentrum des Tumors
gewonnen. AulRerdem wurde die RNA aus insgesamtoleRrgesundem Lebergewebe
isoliert. Eine dieser Proben diente daraufhin atstkolle in der gRT-PCR, die, wie in

3.2.6 beschrieben, durchgefihrt wurde.

3.3 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens mit drei segarafnsatzen durchgefuhrt und
zweimal wiederholt. Die gezeigten Daten sind die rdbachnittswerte +

Standardabweichung. Die statistische Auswertunglgd durch den Student-t-Test fur
unpaarige Stichproben. Ein Ergebnis wurde als fskgmt gewertet, wenn der p-Wert

unter 0,05 lag.
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4 Ergebnisse

Das HCC stellt weltweit das haufigste direkt mitezi chronischen Entziindung assoziierte
Malignom dar. Im Rahmen der mehrstufigen Hepatokagenese kommt es bei
anhaltender Schéadigung des Lebergewebes mit pemasneRegeneration und
Proliferation von Hepatozyten im entztndlichen Blilizu genetischen Veranderungen.
Dabei wird die Aktivierung der Telomerase als eiriher Schritt im
Transformationsprozess angesehen. Die Stabiliggerwler Telomere stellt eine
notwendige, jedoch nicht hinreichende Voraussetziimgdie maligne Transformation
humaner Hepatozyten dar. Zusatzliche genetischerailbnen sind nétig, um eine
vollstandige Transformation auszulosen. In diesem rojeRt wurden
Telomerase-immortalisierte humane fetale  Hepatozyteals nicht-malignes
Zellkulturmodell far proliferierende Hepatozyten ngesetzt. Um weitere fir die
Hepatokarzinogenese wichtige Signalwege und songh dJbergang von einer
reparierenden in eine dysregulierte Regeneration idantifizieren, wurden mittels
retroviraler Insertionsmutagenese genetische Veramgen induziert, die in den
immortalisierten Zellen eine Transformation austid¢ach Isolation von Einzelzellklonen
wurden mittels LM-PCR und gRT-PCR die Insertionem dinzelnen Klone identifiziert,
funktionell charakterisiert und zu den phéanotypethVeranderungen in Beziehung

gesetzt.
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4.1 Retrovirale Transduktion mit SF11aEGFPrev

Um mittels Insertionsmutagenese genetische Veranden in FH-hTERT auszuldsen,
wurde in dieser Arbeit SFREGFPrev als replikationsinkompetenieretroviraler Vektor
mit EGFP als Marker eingesetzt. Die immortalisiertéepatozyten wurden in 2 Anséatzen
jeweils mit einer MOI von 20 transduziert und dieafisduktionseffizienz mittels

FACS-Analyse ermittelt (Abbildung 9).

TERT+ TERT+
EGFP+
SF11aEGFPrev
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=] | EGFP positiv 1| EGFP positiv
o i
o Q E
w ] L ]
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3 3
0 o
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Abbildung 9: Transduktion von FH-hTERT mit SF11aEGFPrev. FACS-Plot (EGFP gegen
FSC). A Anteil (%) EGFP-positiver Zellen vor und nach Tsdoktion von FH-hTERT mit
SF1EGFPrev im ersten AnsatB. Anteil EGFP-positiver Zellen vor und nach Tranditrk im
zweiten Ansatz.

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

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

4.2.1 Mischkulturen

Nach Transduktion wurden je Ansatz 3 Mischkultu(sii-M6) angesetzt, indem EGFP-

positive und EGFP-negative, nicht-transduziertdedteru etwa gleichen Teilen gemischt

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

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

Zellen ermittelt. Ziel war es, die Zellklone mitleeanter Anderung im Phanotyp

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

Einzelzellklone abzuleiten (Abbildung 10 und 11).
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Abbildung 10: Mischkultur. Zunahme (%) der EGFP-positiven Zellen in den Misthuken M1
bis 3. EGFP-Streuung (Count gegen EGFP) mit CV-gedam Tag 0 bzw. 77 exemplarisch fur

Mischkultur M2.
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Abbildung 11: Mischkultur. Zunahme (%) der EGFP-positiven Zellen in den Misttken M4
bis 6. EGFP-Streuung (Count gegen EGFP) mit CV-gedam Tag 0 bzw. 83 exemplarisch fr
Mischkultur M4,

Nach 77 Tagen war in den Mischkulturen (M1-3) aamdersten Ansatz ein Anstieg der
EGFP-positiven Zellfraktion von 46,4% + 0,1% auP8% 5,1% (M2: 46,5% auf 92,7%)
zu beobachten. In den Mischkulturen (M4-6) des mmeAnsatzes war nach 83 Tagen ein
Anstieg von 40,3% * 0,4% auf 89% * 8% (M4: 50,5% 86,4%) zu verzeichnen.
AulRerdem zeigte sich eine signifikante Reduktiordén EGFP-Streuung (Reduktion des
CV-Wertes), was auf eine oligoklonale Dominanz E&GeBitiver Zellen mit
Hyperproliferation hinweist. So reduzierte sichensten Ansatz der CV-Wert von 96,6 auf
72,5 (M2 exemplarisch) nach 77 Tagen. Der zweitsabn zeigte eine Reduktion des

CV-Wertes von 116,6 auf 62,6 (M4 exemplarisch) r@@fragen.
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4.2.2 Einzelzellklone

Um Einzelzellklone zu isolieren, wurden die Zellems den Mischkulturen M2, M3 und
M4 in sehr geringer Dichte ausgesat. Die nach edwhis 3 Wochen entstandenen
EGFP-positiven Kolonien wurden schliel3lich mit Kiemungsringen aufgenommen und
mittels FACS-Analyse ausgewertet (Abbildung 12 ub8). Insgesamt wurden 16

Einzelzellklone (K1-16) abgeleitet und expandiert.
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Abbildung 12: Einzellzellklone. FACS-Plot (EGFP gegen FSC). Anteil (%) EGFP-positi
Zellen der einzelnen Klone (K1-K8) aus MischkulwW2 und M3.
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Abbildung 13: Einzellzellklone. FACS-Plot (EGFP gegen FSC). Anteil (%) EGFP-puositi
Zellen der einzelnen Klone (K9-K16) aus Mischkulkiu.

Fur die weiteren Experimente wurden die Klone verat, die Uber 99% EGFP-positive

Zellen aufwiesen. Im ersten Ansatz wurden Klon 2,1%), Klon 4 (99,8%), Klon 6

(99,8%) und Klon 8 (99,9%) fur weitere Analysenntziert. Aus dem zweiten Ansatz

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

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

4.3.1 LM-PCR

Die Integrationsorte des Provirus in das Genom Hegrabgeleiteten Einzelzellklone
wurden mit Hilfe der LM-PCR ermittelt. Dabei wirdnesequenzspezifischer Primer
verwendet, der an die LTR-Region bindet und bisdie unbekannte flankierende
genomische DNA verlangert wird. So entsteht ein D8kfang, der aus einem Teil der
LTR-Sequenz und der angrenzenden genomischen DINgAeBe besteht. Nach Ligation
eines Linkers an das 3’-Ende des DNA-Fragmentsn kheses nun amplifiziert werden.
Die PCR-Produkte werden schlief3lich in einem Agages praparativ getrennt (Abbildung
14 und 15) und sequenziert. Die LM-PCR wurde davegimal durchgefiihrt, um das
Bandenmuster zu reproduzieren. Nur reproduzierb&té-Banden wurden aus dem Gel

extrahiert und sequenziert.

bp

<«—Interne Kontrolle

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 14: Gel aus der LM-PCR. 2%-iges Agarosegel. Die Pfeile auf der linken Seite
markieren die Laufstrecken der Marker-DNA, der Péeif der rechten Seite zeigt auf die interne
Kontrolle. Spur 1 DNA-GroRRenstandardspur 2 Mischkultur M2; Spur 3 Mischkultur M3; Spur

4 Klon 2; Spur 5 Klon 4; Spur 6 Klon 6; Spur 7 Klon 8; Spur 8 H,O-Kontrolle. Banden, die
reproduzierbar waren (Kasten), wurden extrahiedtsgguenziert.
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Im ersten Ansatz zeigten Klon 2 und 4 bzw. Klon &du8 ein identisches
DNA-Bandenmuster. Pro Klon konnte 1 DNA-Bande rejert werden. Diese wurden

aus dem Gel extrahiert und sequenziert.

bp
850—
650—
500— ——-—_--
400— 7
300— T r——
— . —  —  \—
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200—
— — — — — — «—Interne Kontrolle

100—| [ ]

1 2 3 45 6 7 8 9 10

Abbildung 15: Gel aus der LM-PCR. 2%-iges Agarosegel. Die Pfeile auf der linken Seite
markieren die Laufstrecken der Marker-DNA, der Péeif der rechten Seite zeigt auf die interne
Kontrolle. Spur 1 DNA-GroRenstandar@&pur 2 Klon 9; Spur 3 Klon 10; Spur 4 Klon 11;Spur 5
Klon 12; Spur 6 Klon 13; Spur 7 Klon 15; Spur 8 Klon 16; Spur 9 Mischkultur M4; Spur 10
H,0O-Kontrolle. Banden, die reproduzierbar waren (Kaktwurden extrahiert und sequenziert.

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

6 DNA-Banden wurden jeweils reproduziert, extrahigrd anschlieend sequenziert.
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4.3.2 Sequenzierung

Um die unbekannte genomische Sequenz, die dasr&sdiankiert, zu identifizieren und
somit den Integrationsort ins Genom zu bestimmemden die aus den Gelen extrahierten
PCR-Produkte mit Hilfe eines LTR-spezifischen Prisngequenziert. Die unbekannte
genomische Sequenz kann nun aufgrund der bekahinund Linker-Sequenz, die zu
beiden Seiten der unbekannten Sequenz liegen,teltnubd mit Hilfe von verschiedenen
Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und htgww.ensembl.org/index.html)

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

Unbekannte Genomische

Guanty. 0-9
Sequenz

*
®

5‘LTR-Sequenz Polylinker-Sequenz

Abbildung 16: Sequenzierung des PCR-Produkts aus deLM-PCR und Ermittlung der
unbekannten genomischen Sequenz (exemplarisch furdh 4 dargestellt). Die Sequenzierung
wurde von der Firma Eurofins MWG Operon durchgetfiibie farblichen Balken unterhalb der
Basen zeigen die Qualitat der Sequenzierung. Dtenrd<asten markieren die bekannten
Sequenzen. Der blaue Kasten zeigt die unbekanntdentifizierende genomische Sequenz.

Im ersten Ansatz zeigten Klon 2 und 4 bzw. Klon Adu8 ubereinstimmende
Insertionsstellen des Provirus, so dass davon gebken ist, dass es sich um identische
Klone handelt. In der weiteren Durchfihrung wurdemadach nur mit Klon 4 bzw. 6
weitergearbeitet. Im zweiten Ansatz waren alle idiererten Insertionsstellen in Klon 9
bis 16 identisch, so dass auch hier nur Klon 9waitere Analysen verwendet wurde

(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Durch das Provirus betroffene Geneln Tabelle 4 sind die angrenzenden Gene, die
eventuell durch die Insertion des retroviralen dekt beeinflusst wurden, zusammengefasst.
Dargestellt sind aul3erdem die Identifikationsnunm(#D), die Lage auf den Chromosomen (Chr)
mit Orientierung der jeweiligen Gene (Ori) und diEntfernung des Provirus zum
Transkriptionsstart (TSS) in kb.

Klon* Bande* Gen ID Chr  Ori Pi)¥isruss
K4 1 I(I\:llz);‘tlcﬁ polyphosphate-4-phosphatase, type Il 8821 4q3l2l R 132
1 I(?RIIZ::(e?ptor-interacting serine-threonine kinaje 454101 21223 R +150
K6 1 '(\l/\l/l\((CCBtITiiding protein 2=PAM)) 23077 13922 R (ZBTTr}t?on)
K9 1 I(Il_ngtlgr!:l)ezukin 9 receptor pseudogeng 2 439945 10p153 R (1.+I(r)1ifon)
2 (SSI\(I;r(ti?ng nexin ¥ 51375 1p21.3 F -336
3 '(\l/\l/l\;ngerlin) 26509 10g24 R (l.Tr?tfon)
4 '(\l/\I/IA;\'\éItLeSr)mind—like 3 55534 4q28 R 23
5 (PPLI':\i(jrlnorphic adenoma geng 1 5324 8912 R (Z.Tr?t?on)
6 PEX2 5828 8qg21.1 R -197

(Peroxisomal biogenesis factoy 2

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

** Es wurden die DNA-Banden sequenziert, die sichenld-PCR reproduzieren lie3en (siehe
Abbildung 14 und 15).

Mit Hilfe der LM-PCR wurden fiur Klon 4, aufgrundrar sehr kurzen Sequenz, zwei
maogliche Insertionsorte identifiziert. Die erste ghéhe Insertionsstelle lag auf dem
Chromosom 4 in der Nahe (TSS -132 kb) des Gens 4BRmositol polyphosphate-4-

phosphatase, type ;lIChromosom 4q31.21). Die zweite Insertion wurdd dem
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Chromosom 21 identifiziert. Die mogliche Insertistedle liegt hier +150 kb vom
Transkriptionsstart des Gens RIPK4 entferfRedeptor-interacting serine-threonine
kinase 4 Chromosom 210g22.3). Um die richtige Integratioeés im Genom
herauszufinden, wurde eine weitere PCR-Analysehgjaftihrt (siehe 4.3.3). In Klon 6 ist
das Gen MYCBP2MYC binding protein 2Chromosom 13q22) direkt von dem Provirus
getroffen. So wurde die Integration in Intron 22ndtfiziert (TSS +118 kb). In Klon 9
wurden insgesamt 6 Insertionen identifiziert. Diste Insertion befindet sich im Intron 1
(TSS +0,4 kb) des Pseudogens ILORP2efleukin 9 receptor pseudogengCGhromosom
10p15.3). Direkt getroffen sind ebenfalls das GenO& (Myoferlin, Chromosom 10924,
TSS +22 kb, Intron 1) und PLAGPliomorphic adenoma gene Chromosom 8q12;
TSS +38 kb, Intron 2). Weitere Insertionen befindéch in der Nahe der Gene SNX7
(Sorting nexin 7 Chromosom 1p 21.3; TSS -336 kb), MAMLBAdstermind-like 3
Chromosom 4q28; TSS -23 kb) und PEX2{oxisomal biogenesis factor €hromosom

8g21.1; TSS -197 kb).

4.3.3 Platinum-PCR

Aufgrund einer sehr kurzen Sequenz wurden zwei liskizonen flr eine mogliche
Insertion des Provirus in das Genom von Klon 4 ldetd. Die erste mogliche
Insertionsstelle lag auf dem Chromosom 4 nahe IMPRgahrend sich die zweite
maogliche Insertion des retroviralen Vektors in 8he von RIPK4 auf dem Chromosom
21 befand. Um die richtige Insertionsstelle zu tdemeren, wurden zwei neue
AntisensePrimer Antisensek4-1 fur die erste madgliche Insertion bei INPP4B,;
AntisenseK4-2 fur die zweite mdgliche Insertion bei RIPK4)ie in 3’-Richtung der

jeweiligen identifizierten genomischen Sequenz taggynthetisiert. AlsSensePrimer

wurde der bereits fur die Sequenzierung verwendéi-spezifische Primer genutzt. Die
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AntisensePrimer wurden so gewahlt, dass die eventuellen-P@idukte eine Lange von

etwa 306 (INPP4B) bzw. 207 bp (RIPK4) aufwiesenl{idung 17).

bp

600— ]

500—

400> [——
300— & =

200—

100—

Abbildung 17: Bestimmung der Insertion in Klon 4. 2%-iges Agarosegel. Die Pfeile auf der
linken Seite markieren die Laufstrecken der MailR&A, der Pfeil auf der rechten Seite zeigt auf
das PCR-ProdukSpur 1 DNA-GroRenstandardspur 2 PCR-Ansatz mit PrimeAntisenseK4-1;
Spur 3 PCR-Ansatz mit Primekntisense<4-2.

Eine Amplifikation konnte nur bei dem PCR-Ansatzt dem PrimerAntisensek4-2
festgestellt werden. Die Grof3e des PCR-Produkimnsti mit der erwarteten GrofRe
Uberein, so dass die Insertion nun eindeutig ifleigit wurde. Das Provirus befindet sich

auf dem 21. Chromosom in der Nahe von RIPKA4.

4.4 EGFP-Kopienzahlanalyse

Wird in der LM-PCR nur ein Restriktionsenzym verdet) werden theoretisch nur etwa
65% der Insertionen erfasst. Um die tatsachlicheahh der Virusinsertionen in den
einzelnen Klonen zu bestimmen, wurde die Anzahl B&FP-Genkopien quantitativ
ermittelt. Nach Extraktion der DNA, wurde zunaclkeste PCR mit EGFP-spezifischen

Primern durchgefihrt. Als Standard wurde der Vekim&O-G2 verwendet, der als Insert

62



Ergebnisse

eine Kopie das EGFP-Gens entHaftMit Hilfe einer Standardkurve konnte dann die
EGFP-Kopienzahl in der eingesetzten genomischen DBgtiimmt werden. Anschliel3end
wurde die der eingesetzten DNA entsprechende Zwlleemittelt, um die Anzahl der

EGFP-Kopien pro Zelle zu bestimmen. Dazu wurde gesches 3-Globin in den Proben
amplifiziert. Der interne Standard fir den R3-Glehauf war Human Genomic DNA

Template for Control Reactioaus demp-Globin Kit (Roche Diagnostics). Die den
DNA-Proben entsprechende Zellzahl konnte so mit&tndardreihe ermittelt werden.
Abschlie3end wurde mit Hilfe der Gesamt-EGFP-Kopadnt und der Gesamtzellzahl die

Kopienzahl pro Zelle errechnet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Bestimmung der EGFP-Kopienzahl in den eizelnen Klonen.Dargestellt ist die der
eingesetzten DNA entsprechende Gesamtzellzahl wesh@-EGFP-Kopienzahl der einzelnen
Klone. Daraus konnte nun die Kopienzahl pro Zelfeittelt werden.

Zellklon Zellzahl EGFP-Kopien EGFP-Kopien x 8* Kopienzahl/Zelle
FH-hTERT 19300 179 1431 0,1

K4 11840 8065 64520 5,4

K6 11930 23150 185200 15,5

K9 18020 49170 393360 21,8

* In der EGFP-PCR wurden 25 ng DNA eingesetzt, walrin derB-Globin-PCR 200 ng DNA
verwendet wurden.

Die EGFP-Kopienzahlanalyse zeigt, dass mit der LORP nicht vollstandig alle

Virusinsertionen erfasst werden kénnen. WahrenchKdound 6 in der LM-PCR jeweils
eine reproduzierbare DNA-Bande aufwiesen, wurdedeinEGFP-Kopienzahlanalyse fir
Klon 4 etwa 5 Insertionen und fur Klon 6 etwa 16drtionen ermittelt. Fir Klon 9 wurden
sogar etwa 22 Insertionen detektiert. Wohingegerktan 9 in der LM-PCR 6 Banden
reproduzierbar waren. Die Kontrolle FH-hTERT wiese erwartet, keine Insertionen auf

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

Die Ableitung der Einzelzellklone erfolgte aus ddischkulturen. In den Mischkulturen
wurden hyperproliferierende Zellklone nach der Bethang mit den retroviralen Vektoren
angereichert. Folglich war das fir die Studie fes&gzte Kriterium fiir einen im Rahmen
des Transformationsprozesses interessanten Phaamtgpgesteigerte Proliferation. Um
weitere Phanotypverdnderungen der Klone funktiormll charakterisieren, wurden
Proliferation, Serumabhéangigkeit und Kontaktinhdstuntersucht. Aul3erdem wurden ein
verankerungsunabhangiges Wachstum mittels Softsgmya und ein  mdgliches
Tumorwachstum mittels Nacktmausassay ermittelt. Bigsgangszellen zeigen kein

Wachstum im Softagar und keine Tumorbildung in imadefizienten Mausen.

4.5.1 Zellproliferation

Die Proliferation der einzelnen Klone wurde untetguindem colorimetrisch die Anzahl
der lebenden Zellen taglich ermittelt wurde. Dascii&aum der Klone wurde dabei tber

einen Zeitraum von 10 Tagen tUberwacht (Abbildung 18

2,0 r —* K4
K6 *kk
16 - —a— K9 i

OD (490nm)

0,0

Zeit (d)

Abbildung 18: Proliferation der einzelnen Klone.Anderung der OD (490 nm) mit zunehmender
Zeit (d). Proliferation von Klon 4e(), Klon 6 () und Klon 9 (A). P-Werte unter 0,001 (***).
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Die Wachstumsuntersuchungen zeigten eine signifigasteigerte Proliferation von Klon
6 im Vergleich zu Klon 4 und Klon 9 ab Tag@< 0,001). Klon 4 und Klon 9 wiesen ein

identisches Zellwachstum auf.
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4.5.2 Serumabhangigkeit

Viele Tumorzellen zeigen eine reduzierte bis niclghr vorhandene Serumabhéngigkeit,
wohingegen nicht-maligne Zellen, so auch FH-hTERiight in der Lage sind in
Abwesenheit von Serum (und den darin enthalteneint diefinierten Wachstumsfaktoren)
zu proliferieren. In serumfreier Kultur kommt es imcht-transformierten Zellen zum
Zellzyklusarrest. Um die Serumabh&ngigkeit der @men Klone zu bestimmen, wurde
24 h nach Aussaat das Medium gewechselt und mawd B% serumhaltigem Medium
ersetzt. Die Proliferation wurde durch colorimethe Messungen an Tag 3 nach
Mediumwechsel bestimmt. Abbildung 19 zeigt die Rechtion der einzelnen Klone am
Tag 3 nach Mediumwechsel mit 0 bzw. 2% Serum. Daeljeist auRerdem das errechnete
relative Wachstum bei 0% Serum im Vergleich zu &&achstum bei 2% Serum (=100%)

(Abbildung 20).

p<0,01
p < 0,001
1,0 r
p< 0,001
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0,2 r
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Abbildung 19: Proliferation der einzelnen Klone mitund ohne Serum.OD (490 nm) bei O bzw.
2% Serum an Tag 3 nach Mediumwechsel.

Durch das Entfernen des Serums kommt es bei allenel, wie bei FH-hTERT (nicht
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dargestellt), zu einer signifikanten Reduktion detlzahl und somit des Wachstums im
Vergleich zum Wachstum bei 2% Serum (K4« 0,001; K6:p < 0,01; K9:p < 0,001;
FH-hTERT:p < 0,001). Damit ist die Proliferation der Klone vezhin abhangig von der

Zugabe von Serum zum Zellkulturmedium.

p=0,52
p<0,01
100 r p=0,95
80| I
X
£ 60 r
=)
0
§ 40 - 76,618,5:| | 89,411,7|
0

FH-hTERT K4 K6 K9

Abbildung 20: Noch vorhandenes Wachstum an Tag 3 m&d Mediumwechsel bei 0% Serum
im Vergleich zu dem Wachstum bei 2% Serum.

Im Vergleich zur Kontrolle FH-hTERT kommt es beiddl4 und 9 durch die Abwesenheit
von Serum im Vergleich zur Proliferation bei 2% ®8vr zu einer ahnlichen
Wachstumsreduktion (K4 = 0,95; K9:p = 0,52). So ist bei fehlendem Serum bei Klon 4
ein noch vorhandenes Wachstum von 76,4% + 1,7%HKiad 9 von 78,9% + 1,3% zu
verzeichnen (FH-hTERT 76,6% + 8,5%). Bei Klon 6 kwisich das fehlende Serum nicht
so stark auf die Proliferation aus. So zeigt Klogi6signifikant h6heres noch vorhandenes

Wachstum (89,4% + 1,7%;< 0,01) im Vergleich zu FH-hTERT.
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4.5.3 Zellzyklusanalyse zur Bestimmung der Kontaktinhibiton

Ein Merkmal vieler Tumorzellen ist eine reduziertes nicht mehr vorhandene
Kontaktinhibition. Im Gegensatz dazu kommt es bei-HHERT bei Erreichen einer
Konfluenz von 100%, wie fir nicht-transformierte |lBa beschrieben, durch
Zell-Zell-Kontakte zum Proliferationsstop und dandum Zellzyklusarrest. Um die
Kontaktinhibition der abgeleiteten Klone zu untefsen, wurde die DNA mit Pl gefarbt
und eine Zellzyklusanalyse mittels FACS durchgdfulidabei wurden die S-Phase
Fraktionen (S-Phase = aktive DNA-Replikation) voon#tuenten Zellen (3 Tage nach
Erreichen von 100% Konfluenz) mit proliferierend&ellen in der log-Phase (40-60%

Konfluen2 verglichen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Kontaktinhibition der einzelnen Klone. Zellzyklusphasen (%) der einzelnen
Klone bzw. FH-hTERT bei einer Konfluenz von 40-6@%4v. 100%. Die Werte in den Kasten
zeigen die Reduktion der Zellfraktion in S-Phasg & einer Konfluenz von 100% im Vergleich
zu der S-Phase-Fraktion bei 40-60% Konfluenz. Dstedie ist auf3erdem die Signifikanz der
S-Phasereduktiomp.< 0,05 (*),p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) und nicht signifikant (n.s.).

Bei Klon 4 und 6 kommt es bei 100% Konfluenz zueeisignifikanten Reduktion der

Zellzahl, die in der S-Phase vorliegen, im Verdieiru der S-Phase-Zellfraktion in der
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log-Phase (K4p < 0,01; K6:p < 0,001). So lag bei Klon 4 der Anteil der sichder
S-Phase befindenden Zellen bei 17,1% * 0,7% iradpPhase und bei 11,9% * 1,1% bei
100% Konfluenz. Klon 6 zeigte einen S-Phasenanteil 32,6% + 0,8% in der log-Phase
und einen Anteil von 18,8% + 1% bei 100% KonflueBemnach war fur Klon 4 eine
Reduktion der S-Phase-Zellfraktion von 30,3% * 688 fur Klon 6 eine Reduktion von
42,2% + 3,1% zu verzeichnen. Eine signifikante Rkéda des S-Phase-Zellanteils bei
100% Konfluenz, im Vergleich zur S-Phase-Zellfraktin der log-Phase, konnte auch bei
FH-hTERT festgestellt werderp (< 0,001). Die S-Phase-Zellfraktion bei 40 bis 60%
Konfluenz lag bei 15,6% = 0,3%, wahrend bei 100%fkeenten Zellen 8,8% * 0,1% der
Zellen in der S-Phase vorlagen. Dies bedeutetkRatriktion der S-Phase-Zellfraktion von
43,6% + 0,4%. In Klon 4 und 6, wie auch in FH-hTER&m es in den 100% konfluenten
Kulturen zum Zellzyklusarrest. Die Kontaktinihibtioist demnach erhalten geblieben.
Klon 9 hingegen zeigte keinen signifikanten Untbisd @ = 0,55) in dem Anteil der
Zellen in der S-Phase bei 40 bis 60% Konfluenz i(&se-Zellfraktion 24,9% * 1,4%) zu
dem Anteil der S-Phase-Zellen bei 100% KonfluenP[(&se-Zellfraktion 25,6% * 0,9%).
Die Kontaktinhibition war somit in diesem Klon vstéindig aufgehoben. Aul3erdem war
der Anteil der Zellen, die wahrend der log-Phaséan S-Phase vorlagen, bei Klon 6 am
groften, was mit den Proliferationsmessungen Kertel Bei schnell wachsenden Zellen
findet haufiger die Replikation mit anschlie3endlerlung statt, so dass der Anteil der in

S-Phase vorliegenden Zellen steigt.
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4.5.4 Softagarassay

Verankerungsunabhéangiges Wachstum, ein etablierter vitro Marker flr

Tumorzellwachstum, wurde mit Hilfe des Softagargsamtersucht. Dazu wurden jewells
50, 500 und 5000 Zellen in 0,33%-igem Agar verdiaurdteine 0,5%-ige Agarschicht in
60 mm-Zellkulturschalen ausgesat. Das Koloniewachsivurde nach 3 Wochen durch

Auszahlen unter dem Mikroskop quantifiziert (Abloitdy 22).
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Abbildung 22: SoftagarassayKolonienanzahl bei 50, 500 bzw. 5000 ausgesatelerZeluf 60
mm-Zellkulturschalen (p60) nach 3 Wochen. Dargéstaid auRerdem die p-Werte < 0,05 (*),
p < 0,01 (**) undp < 0,001 (***).

FH-hTERT zeigten, wie zuvor beschrieben, kein vieeamngsunabhangiges Wachstum
(nicht dargestellt), wahrend die FH-hTERT EGFP-Kodie Fahigkeit entwickelten,
Kolonien im Softagar zu bilden. Die Kolonienanz&btrelierte bei allen Klonen mit der
Anzahl der ausgesaten Zellen, wobei Klon 6 die ktickrequenz aufwies (Kolonien/5000

ausgesate Zellen: K4: 251 + 16; K6: 865 + 61; K®6 3 37).
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4.5.5 Nacktmausassay

Um die Transformationin vivo zu bestatigen, wurden die Klone subkutan in
immundefiziente Nacktmause transplantiert. Bis Jahr nach Transplantation (Ende des
Beobachtungszeitraums) konnte bei keinem Klon eimdrwachstum beobachtet werden.
Als Positivkontrolle wurden HuH7 Zellen transplamtj die bereits nach etwa 8 Wochen

mit einer Frequenz von 87,5% Tumoren entwickelten.

4.5.6 Zusammenfassung der Charakterisierung

Durch die Charakterisierung konnte in allen 3 Kloneine mit der malignen
Transformation assoziierte Veranderung des Waclssterhaltens (Phanotyp) festgestellt
werden. So entwickelten alle 3 Klone ein verankgsumabhangiges Wachstum und waren
somit in der Lage, Kolonien im Softagar zu bild&®i Erreichen einer Konfluenz von
100% kam es bei Klon 4 und 6, wie fur nicht-transferte Zellen ublich, zum
Zellzyklusarrest. Wohingegen Klon 9 eine vollst@ndiufgehobene Kontaktinhibition
zeigte. In Zellkultur kam es bei diesem Klon zuesmMultilayerwachstum. Allerdings
blieb die Serumabhéangigkeit in allen 3 Klonen d@drglwar jedoch in Klon 6 vermindert.
Im Nacktmausmodell konnte fur keinen der abgelertetEinzelzellklone ein

Tumorwachstum beobachtet werden (Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammenfassung der Charakterisierung.Die charakterisierten Klone zeigen
Merkmale von Tumorzellen.

Charakterisierung FH-hTERT K4 K6 K9 Tumor
Serumabhéngigkeit + + (+) + -
Kontaktinhibition + + + - -
Koloniewachstum - + + + +
Tumorwachstum - - - - +
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4.6 Expression betroffener Gene in Klon 4, 6 und 9

Um Veranderungen in der Expression der méglichessvebn der Insertion des Provirus
betroffenen und fur den veranderten Phanotyp vexatiichen Gene (siehe Tabelle 4) zu
detektieren, wurde eine Effizienz-korrigierte qRTH zur Messung der Genexpression
durchgefuhrt. Dazu wurde die Gesamt-RNA der eireeliKlone (Klon 4, 6 und 9)
extrahiert, cDNA generiert, die Expression der jdigen Gene ermittelt und mit der
Kontrolle verglichen. Als Vergleichsprobe (relati#pression = 1) wurde FH-hTERT
verwendet. Werte Uber 1 zeigen eine erhdhte Exprestes jeweiligen Gens, Werte unter
1 eine erniedrigte Expression im Vergleich zu FHERT. HuH7 wurde dabei als
zusatzliche Kontrolle fur die gRT-PCR verwendetn Bfergleich der Expression in den
untersuchten Klonen mit dieser Tumorzelllinie wadqch kein Kriterium fir eine
relevante Expressionsédnderung, da das HCC eirhsédmogener Tumor ist und HUH7 nur
ein Teil der moglichen Veranderungen der Hepatokagenese reprasentiert. Aufgrund
der Variabilitdt der Messdaten durch die gRT-PCRd&ueine Expressionsanderung ab

Faktor 3 Cut off) als relevante Veranderung angesehen.
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46.1 Klon4

In Klon 4 wurde das Provirus auf dem 21. Chromostatektiert. Das Gen RIPK4, das
eventuell durch die Insertion beeinflusst wurdegti+150 kb von der Insertion entfernt.
Die in der Abbildung 23 dargestellten Werte zeigenrelative Expression von RIPK4 in

Klon 4 und in der Tumorzelllinie HUH7 im Vergleicdu FH-hTERT.
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Abbildung 23: Relative Genexpression von RIPK4Relative Expression von RIPK4 in Klon 4
und HuH7 im Vergleich zu FH-hTERT (=1). Die gedtedte Linie stellt deiCut offdar.

Durch die Insertion kam es in Klon 4 zu einer 16hfan Suppression (relative Expression
0,12 + 0,09) der Expression von RIPK4 und so zereielevanten Anderung. In HuH7
war im Vergleich zu FH-hTERT eine erhOhte Expressimn RIPK4 zu beobachten

(relative Expression 216,47 + 35,91).
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4.6.2 Klon6

In Klon 6 liegt das Provirus auf dem Chromosom @B823. Intron (TSS +118 kb) des
Gens MYCBP2. In Abbildung 24 ist die relative Exgsi®n von MYCBP2 in Klon 6 und

in der Tumorzelllinie HUH7 im Vergleich zu FH-hTERIArgestellt.
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Abbildung 24: Relative Genexpression von MYCBP2Relative Expression von MYCBP2 in
Klon 6 und HuH7 im Vergleich zu FH-hTERT (=1). Dgestrichelte Linie stellt de@ut offdar.

In Klon 6 wurde die Expression von MYCBP2 durch thsertion nicht beeinflusst. Die
relative Expression von MYCBP2 in Klon 6 lag beRP?,+ 0,71 und war somit gemaf
unserer gesetzten Definition (Veranderung um dekioFa8) nicht relevant verandert. In
HuH7 wurde eine relative Expression von 2,52 + 0i02 Vergleich zu FH-hTERT

detektiert.
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46.3 Klon9

In Klon 9 wurden mittels LM-PCR insgesamt 6 Insmign identifiziert. Die Insertionen
befinden sich auf dem Chromosom 10 im Intron 1 (T84 kb) von IL9RP2, auf
Chromosm 10 im Intron 1 (TSS +22 kb) von MYOF und &hromosom 8 im Intron 2
(TSS +38 kb) von PLAG1. Weitere Insertionen wur@eri Chromosom 1 in der Nahe
(TSS -336 kb) von SNX7, auf Chromosom 4 in der N@Ir&S -23 kb) von MAML3 und
auf Chromosom 8 in der N&he (TSS -197 kb) von PHtktiert. Verdnderungen in der
Genexpression der betroffenen Gene in Klon 9 undlen Tumorzelllinie HUH7 im

Vergleich zu FH-hTERT sind in Abbildung 25 dargdste
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Abbildung 25: Relative Genexpression von SNX7, MYOFMAML3, PLAG1 und PEX2.
Relative Expression von SNX, MYOF, MAML3, PLAG1 uREX2 in Klon 9 und HuH7 im
Vergleich zu FH-hTERT (=1). Die gestrichelte Limiellt denCut offdar.

In Klon 9 kam es durch die Insertion des retroemalVektors bei den Genen SNX7,
MYOF, MAML3 und PEX2 zu keinen relevanten Anderunga der Genexpression im
Vergleich zu FH-hTERT (relative Expression SNX78®+ 0,26; MYOF: 0,59 * 0,14;

MAML3: 1,03 £ 0,11; PEX2: 2 + 0,02), wohingegen BHIAG1 die Expression relevant
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verandert war und um das 20-fache gesteigert wiredative Expression 20,3 = 7,64). In
den HuH7 Zellen zeigte sich nur in MYOF eine relgea Veranderung in der
Genexpression. Im Vergleich zu FH-hTERT war die féspion hier um das 100-fache
runterreguliert (relative Expression 0,01 + 0,0@ie Expression der anderen Gene blieb
nahezu unverandert (relative Expression SNX7: #00,08; MAML3: 2,63 + 0,09;
PLAG1: 0,57 + 0,08; PEX2: 1,13 + 0,08). Sequenzg®al haben gezeigt, dass ILORP2
nicht fur ein funktionelles Protein kodiert. Versatiene Punktmutationen und Deletionen
fihrten zu Stop-Codons innerhalb des ORFs und soumitnaktivierung des Ger&’ Da
bisher nicht bekannt ist, ob das Pseudogen IL9R®B&skribiert wird, wurde die

Expression in dieser Arbeit nicht Gberprift.
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4.7 Uberprifung der Relevanz

Um die Relevanz der durch die Virusinsertion vesgiteh Gene RIPK4 und PLAGL in der
humanen Hepatokarzinogenese zu Uberprifen, wurdeEdpression dieser Gene in
humanen HCC-Proben im Vergleich zu gesundem Lebaige mittels gRT-PCR
Uberpriuft (Abbildung 26 und 27). Dazu wurde in eiri&lotstudie die Gesamt-RNA
humaner HCC-ProbenZ(5 Proben) extrahiert, cDNA generiert, die Expressder
jeweiligen Gene ermittelt und mit der Kontrolle gkchen. Bei 2 HCC-Proben wurde
RNA aus dem Randbereich und dem Zentrum des Tugseennen. Als Kontrolle wurde
gesundes Lebergewebe verwendet, wobei die RNAmsgesamt 4 Proben isoliert wurde.
Eine Kontrollprobe wurde daraufthin als Vergleicld@ verwendet (relative
Expression = 1). Werte Uber 1 zeigen eine erhokprdssion des jeweiligen Gens, Werte

unter 1 eine erniedrigte Expression.
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Abbildung 26: Relative Genexpression von RIPK4 in KEC-Proben. Relative Expression von
RIPK4 in HCC-Proben «) und in gesundem Lebergewebe).(Dargestellt ist auRerdem der
Mittelwert (-).
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Mittels gRT-PCR wurde eine signifikante RIPK4-Suggsion in humanen HCC-Proben
im Vergleich zu gesundem Lebergewebe detektietat{ive Expression 0,05 + 0,06 vs.

0,88 + 0,17p < 0,001), was in Ubereinstimmung mit Klon 4 steht.
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Abbildung 27: Relative Genexpression von PLAGL1 in IBEC-Proben. Relative Expression von
PLAG1 in HCC-Probend«) und in gesundem Lebergewebe).(Dargestellt ist auRerdem der
Mittelwert (-).

Im Gegensatz zu Klon 9 konnte fir PLAG1 in den hoema HCC-Proben keine
signifikante Anderung in der Expression im Verdgreizur Kontrolle (gesundes
Lebergewebe) festgestellt werden (relative Expoess),24 + 0,22 vs. 0,56 = 0,35;

p=0,1).
4.8 Dualer Luziferase-Reporterassay zur Bestimmung der
NF-kB-Aktivitat

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dad¢é4RWFE-«B aktivieren kanrt*®*®
Um die Auswirkungen der Expressionsanderung vonKRIRuf NF«B in Klon 4 zu

untersuchen, wurde ein dualer Luziferase-Repodayasiurchgefihrt. Dazu wurde das
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NF-kB-Reporterplasmid pB2LUC verwendet, das 2 fB-Bindestellen enthalt und bei
Bindung von NF«B zur Expression ddfirefly-Luziferase fuhrt. Das Plasmid M51 wurde
als Kontrollplasmid eingesetzt. Ein zusatzliches p&teerplasmid pRL-CMV mit
CMV-getriebener Expression deRenillaLuziferase diente als Kontrolle fur die
Transfektionseffizienz, wobei die Co-Transfektiourch Lipofektion erfolgte. Die
NF-kB-Aktivitat konnte so mit Hilfe der Luziferaseakiti&t (RLU - Relative light unit

ermittelt und mit der Transfektionseffizienz koreg werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: NF-kB Luziferase-Reporterassay NF-kB-Aktivitat in FH-hTERT, Klon 4 und
HepG2. NF«B-Aktivitat ist als RLU der Luziferase dargestellt.

Im Vergleich zu FH-hTERT ist die NEB-Aktivitdt in Klon 4 signifikant reduziert
(Luziferase RLU 0,013 + 0,001 vs. 0,006 + 0,0035 0,05). HepG2 als Kontrolle zeigt

eine Luziferaseaktivitat von 0,037 + 0,04 RLU.
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5 Diskussion

Das HCC ist weltweit die dritthaufigste krebsbedindodesursache mit kontinuierlich
steigender Inzidenz in den westlichen Industriet@nd®**° Auch wenn die klinischen
Risikofaktoren gut definiert sind, sind die molek@n Mechanismen, die zur
Tumorentstehung und -entwicklung beitragen, bistent im Detail verstanden. Bekannt
ist, dass es in der Hepatokarzinogenese in 90% Fddle bereits frih zu einer
Reaktivierung der Telomerase komfhtDie alleinige Aktivierung ist jedoch nicht
ausreichend, um eine maligne Transformation zu zieden®’ Zusatzliche genetische
Alterationen in weiteren Signalwegen sind notwendign die Transformation in
proliferierenden Hepatozyten voranzutreiben. Naehtiger Sicht geht man davon aus,
dass sich durch die Akkumulation von genetischeraiv@erungen aus normalen Zellen
Uber praneoplastische Stadien ein invasiver Tumtwiekelt. In diesem Prozess muss sich
neben einer unbegrenzten Proliferation ein von Warchsfaktoren bzw. -inhibitoren
unabhangiges Wachstum entwickeln. Aul3erdem missamsformierte Zellen eine
Resistenz gegen die Auslésung von Apoptose entwmcked die Angiogenese muss
vorangetrieben werden, um den entstehenden Tumeersargen. Schlie3lich missen die

Tumorzellen die Fahigkeit entwickeln, invasiv zuclvaen und zu metastasiefen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Telomerase-immaitalie humane fetale Hepatozyten
als Zellkulturmodel fur proliferierende Hepatozyterit Telomeraseaktivierung alsirst

hit* im mehrstufigen Modell der humanen Hepatokarzergse eingesetzt. Um weitere
Schliisselereignisse im Ubergang zur Malignitat efingeren, wurden in diesen Zellen
genetische Veranderungen mittels retroviraler bm@smutagenese induziert. Dazu

wurden FH-hTERT mit dem replikationsinkompetentepretroviralen  Vektor
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SF1EGFPrev mit EGFP als Marker transduziert. Durchatischliel3ende Kultivierung
von Mischkulturen (EGFP-positive und EGFP-negatinght-transduzierte Zellen zu
gleichen Teilen gemischt) konnten hyperprolifenete EGFP-positive Zellklone
angereichert und schlieBlich Einzelzellklone abigetle werden. Um neben einer
gesteigerten Proliferation weitere Phanotypveramugen funktionell zu charakterisieren,
wurden Serumabhangigkeit und Kontaktinhibition endabgeleiteten Klonen untersucht.
AulRerdem wurden ein verankerungsunabhangiges Wawhsittels Softagarassay und ein
maogliches Tumorwachstum mittels Nacktmausassay tedmi Des Weiteren wurden
LM-PCR und ¢gRT-PCR durchgefihrt, um die retrovinaldnsertionsstellen zu
identifizieren und Verdnderungen in der Expressienangrenzenden Gene zu detektieren.
Zusatzlich wurde die Expression der in unserem Msyltem identifizierten Gene in
humanen HCC-Proben untersucht, um die Relevaneritdmanen Hepatokarzinogenese

zu validieren.

5.1 FH-hTERT als Zellkultursystem

Funktionelle Untersuchungen zu den molekularen Medmen der mehrstufigen
Hepatokarzinogenese waren bisher durch das Feh&migreeter Zellkulturmodelle
begrenzt. Primare Hepatozyten kdnnen zwar isolienden, lassen sich jedoch nur fur
einen kurzen Zeitraum kultivieren. Etablierte Hepaa-Zelllinien sind bereits maligne

transformiert und damit ungeeignet fir die Untehsung des Entartungsprozesses.

In dieser Arbeit wurden FH-hTERT als Zellkulturmddeerwendet. Durch ektope
Expression von TERT, der katalytischen Untereindeit Telomerase, konnte in fetalen
humanen Hepatozyten die Telomerase aktiviert urdT@iomere stabilisiert werd&hln

der mehrstufigen Hepatokarzinogenese wird die Raaking der Telomerase in einer
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Vielzahl der Falle beschriebéh. In vielen humanen Tumoren konnte ebenfalls
Telomeraseaktivitat nachgewiesen werdfeAllerdings ist die Telomeraseaktivierung als
alleinige Alteration nicht ausreichend fiir eine iga Transformatiofi’ Untersuchungen
haben gezeigt, dass TERT-immortalisierte Zellensahliel3lich Fibroblasten, endotheliale
Zellen, Skelettmuskelzellen und glatte Muskelzelleinen normalen Phénotyp aufweisen
und keine Wachstumseigenschaften von praneoplastisoder neoplastischen Zellen
entwickeln'*'?2 Beziiglich der malignen Transformation in FH-hTER@irde gezeigt,
dass die Aktivierung der Telomeraper sekeine maligne Transformation induziéft.
Jedoch  haben weitere  Experimente eindeutig die rigeed Schwelle
Telomerase-immortalisierter Hepatozyten zur maligfeansformation bestatigt® So ist

z. B. eine zusatzliche konstitutive Aktivierung d&at/B-Catenin-Signalwegs ausreichend,
um nach wenigen Passagen in Zellkultur in FH-hTEE&Aen malignen Phanotyp mit
Tumorwachstum im Nacktmausmodell zu induzieren. adusenfassend sind die
immortalisierten Hepatozyten aufgrund der unbedgsinz Proliferation und des
nicht-transformierten Phénotyps mit niedriger Sdheveur Transformation hervorragend
als Modellsystem zur funktionellen Untersuchung derehrstufigen humanen

Hepatokarzinogenese geeignet.

Immortalisierte Zellen als vitro Zellkultursystem zur Untersuchung der Karzinogenese
werden bereits auch fur andere Tumorentitdten setge Kusakari und Kollegen haben
beispielsweise Zellen des Ovaroberflachenepithediummortalisiert, um die Pathogenese
von Ovarialkarzinomen zu analysier&f. Durch eine zusétzliche Aktivierung von
c-erbB-2 oder einer H-ras-Mutante konnte die Adggiippe nachweisen, dass eine
maligne Transformation in den immortalisierten 2ellausgelost werden kann und es in

einigen Fallen zum Tumorwachstum im Nacktmausmddethmt?* Die Uberexpression
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des Wachstumsfaktor Acroganin fuhrte in diesenefeiiu einem 100%-igen Anwachsen
von Tumoren im Nacktmausmodé&if. Erstmalig wurde damit ein Wachstumsfaktor
beschrieben, der in der Entwicklung des Ovarialkams eine direkte Rolle fur die
maligne Transformation spielt. Die Verwendung vommiortalisierten Zellen als
Zellkulturmodell bietet somit die Madglichkeit, di®athogenese von verschiedenen

Tumorentitaten zu untersuchen.

Nach heutiger Sicht wird angenommen, dass eindivekleine Anzahl zusatzlicher
genetischer Veranderungen notwendig ist, um pradifende Zellen vollstandig zu
transformieren. Durch eine Studie von Hahn und ég@h wurde deutlich, dass sich durch
die Expressionsanderung von nur drei Genen norrepltheliale Vorlauferzellen in
Tumorzellen umwandeln lass&hDemnach kann mit dem Modellsystem FH-hTERT
durch wenige, gezielte Veranderungen (z. B. retabeilnsertionsmutagenese, Auslésung
von oxidativen Stress, gezielte Manipulation vognaiwegen, wie z. B. WifCatenin)

eine maligne Transformation ausgelost werden.

5.2 Retrovirale Insertionsmutagenese zur Entschlisselun
relevanter Mechanismen in der Hepatokarzinogenese

Retrovirale Vektoren integrieren stabil in das \8@ggnom. Dabei fiihrt jede Integration zu
einer Zerstérung der Organisation des Genoms undd wier Definition als
Insertionsmutagenese bezeichnet. Jede Integraitigindie Gefahr, die Genexpression der
getroffenen bzw. der angrenzenden Gene zu verandeitisch wird es, wenn dabei
Protoonkogene aktiviert bzw. Tumorsuppressorgenaktiviert werden und es zur
Tumorentstehung kommt. Fir die Gentherapie wurdeedi Risiko zunachst als vertretbar

betrachtet, da die kodierenden Regionen im Genomemen kleinen Teil ausmachen.
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Allerdings wurde diese Einschatzung mit dem Auéiretvon Leukamien als Folge einer
Gentherapie revidiert. So erkrankten mehrere KirgteLeukdmie nachdem sie mit einem
rekombinanten MLV-basierten Retrovirus behandeltden. Das Provirus hatte dabei in

das Gen LMO-21(IM domain only 2, ein Protoonkogen, inseriert und dieses aktivfért

Die Insertionsmutagenese bietet jedoch auch dielibtikgit, im experimentellen System
Gene und Signalwege, die an der Karzinogenesdigetend, zu identifizieren. Durch die
Verwendung von retroviralen Vektoren kénnen Mutagio ausgelost werden. Aufgrund
der bekannten Sequenz des Provirus kdnnen dannindertionsort und die dort
lokalisierten Gene identifiziert werden. Tumorene dm Tiermodell durch retrovirale
Vektoren induziert wurden, konnten mittels virusgfijecher Sonden auf identische
Integrationsorte untersucht werdéh.So konnte z.B. der Spi-1 Lokus beschrieben
werden, der in 95% der experimentell durch den SHrdUzierten Erythroleukdmien
betroffen ist®® Eine andere Studie konnte mittels retroviralerettisnsmutagenese
zeigen, dass der Bach2 Locus ein bevorzugter latiegsort in von MLV ausgelOsten
B-Zell Lymphomen ist? Hier wurden in NMRI-M&usen Tumoren durch MLV inderz
und auf Insertionsorte untersucht. Fir BacBZE and CNC homology 1, basic leucine
zipper transcription factor Pkonnte ein alternativer Promotor beschrieben emrdler
durch das Provirus aktiviert wird und die Expressies Gens steigert. Inzwischen gibt es
verschiedene Datenbanken, wie z. B. RTC&®@tfoviral tagged cancer gene database
http://RTCGD.ncifcrf.gov). Diese Datenbank fasstlar Literatur beschriebene CIS-Gene
(Common integration sitgs und einzelne retrovirale Integrationen in murinen

hamatopoetischen Tumoren zusamrh&n.

Das System der experimentellen Insertionsmutagem&sst sich ebenfallsn vitro
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einsetzen. Zellen koénnen durch Transduktion mirox@talen Vektoren einfach in
Zellkultur mutagenisiert werden. Fehsteal. |6sten mit replikationsinkompetenten
retroviralen Vektoren in normalen h&matopoetiscBéamm- und Progenitorzellen eine
maligne Transformation ad&' Durch die Identifikation der viralen Insertiondka lassen
sich dann die Gene feststellen, die fur einen \ad@dan Phanotyp verantwortlich sind. In
diesem Zusammenhang konnten Hu und Kollegen mite Hier in vitro eingesetzten
retroviralen Insertionsmutagenese Smy8ET and MYND domain containiny @s einen
potenziellen Tumorsuppressor fiir die Brustkrebsehtsg beschreibef? Dazu wurde
die murine Mammaepithelzelllinie NOG8 mit einemrosiralen Vektor transduziert.
Transformierte Zellen zeigten eine signifikant reidae Expression von Smyd4. Eine
Re-Expression des Gens fuhrte sowohl zu einem redez Wachstum dieser Zellen als
auch zur Abwesenheit von Tumoren im Nacktmausmodeié in vitro eingesetzte
Insertionsmutagenese bietet den Vorteil, dass retobviraler Transduktion auf definierte
Alterationen des Phanotyps selektiert werden k&razu ist es hilfreich, wenn die zu
untersuchende phénotypische Veranderung spontareingt niedrigen Frequenz auftritt
und mit der Transduktion erhoht werden kann. Diellede mit solch einer

Phanotypveranderung kbnnen dann selektiert unckteirsiert werden.

In Anlehnung an die oben aufgelisteten Anwendungerde in dieser Arbeit erstmals die
experimentelle retrovirale Insertionsmutagenese zuolekularen Entschliisselung

relevanter Treibergene der humanen Hepatokarzimsgegingesetzt.

5.3 Einzelzellklone mit verdndertem Phanotyp

Bei der chronischen Leberschadigung kann es zuigehen Veranderungen kommen, die

den Zellen einen Wachstumsvorteil bieten. Die antdnen Wachstumsvorteile konnen
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sich in einer gesteigerten und von Wachstumsfaktonmabhangigen Proliferation
auswirken. Ubersetzt auf Zellkulturbedingungen Ikele dies eine gesteigerte
Proliferation bei gleichbleibendem Spiegel an Waadmsfaktoren im serumbhaltigen
Medium, so dass als Kriterium fir einen im Rahmes dransformationsprozesses
interessanten Phanotyp fur diese Arbeit eine ggstiel Proliferation (Hyperproliferation)
festgesetzt wurde. Wachstumsvorteile kénnten ebenfiurch Resistenz gegen die
Auslésung einer Apoptose entstehen. Dies wird duliehin dieser Arbeit eingesetzten
Kultur- und  Selektionsbedingungen nicht simuliertso dass vorrangig

proliferationsfordernde Mutationen detektiert waerde

Um Einzelzellklone zu isolieren, wurden nach enfeigher Transduktion Mischkulturen
mit einem Anteil von 40 bis 50% retroviral transaier und somit EGFP-positiver Zellen
Uber einen langeren Zeitraum kultiviert. Ziel war Byperproliferierende Zellklone in der
Mischkultur anzureichern und schliel3lich Einzelklelhe abzuleiten. Nach etwa 80 Tagen
machten die EGFP-positiven Zellen mehr als 90% A#dlen in Kultur aus. Es besteht
dabei die Méglichkeit, dass die EGFP-positiven &elaufgrund des Proteins EGFP einen
Wachstumsvorteil erhalten haben und sich gegeni@esr nicht-transduzierten und
EGFP-negativen Zellen in der Mischkultur durchsetkennten. FACS-Analysen zeigten
jedoch eine Reduktion in der Streuung der EGFMbitét, was auf eine oligoklonale
Dominanz einiger EGFP-positiver Klone hinweist. Meschkultur enthielt demnach nach
etwa 80 Tagen nur eine geringe Anzahl an EGFPipesiKlonen mit Hyperproliferation.

In der Literatur wird aul3erdem von verschiedenetelduchungen berichtet, die eher eine
Inhibition der zellularen Proliferation durch EGRERdeuten. Dieses Ereignis konnte in

mehreren Versuchsansatzen wiederholt werden, wva¥@iditat des Modells bestatigt.
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Von den dominanten Klonen konnten schlief3lich Hredéklone abgeleitet werden.

5.4 Bestimmung der Insertionsstellen von SFIAEGFPrev

Mit Hilfe des experimentellen Ansatzes konnten @ssgnt 16 Einzelzellklone isoliert
werden. Aus den Mischkulturen wurden jedoch auemtidche Einzelzellklone abgeleitet.
So zeigten Klon 2 und 4 bzw. Klon 6 und 8 Uberemstende Insertionsorte des Provirus.
Klon 9 bis 16 waren ebenfalls identisch, so dasdan weiteren Durchfihrung nur mit

Klon 4, 6 und 9 weitergearbeitet wurde.

Fir Klon 4 wurde mittels der LM-PCR eine Insertistetle nahe RIPK4 detektiert
(Chromosom 21g22.3; TSS +150 kb). In Klon 6 ist dzen MYCBP2 (Chromosom
13922; TSS +118 kb; Intron 23) von dem Provirusajén. In Klon 9 wurden insgesamt
6 Insertionen identifiziert. Die erste Insertionfibdet sich im Intron 1 (Chromosom
10p15.3; TSS +0,4 kb) des Pseudogenes IL9RP2. tDgetkoffen sind ebenfalls das Gen
MYOF (Chromosom 10924; TSS +22 kb; Intron 1) undABl (Chromosom 8ql12; TSS
+38 kb, Intron 2). Weitere Insertionen befindenhsia der Nahe der Gene SNX7
(Chromosom 1p21.3; TSS -336 kb), MAML3 (Chromoson28 TSS -23 kb) und PEX2

(Chromosom 8qg21.1; TSS -197 kb).

Mit Hilfe der EGFP-Kopienzahlanalyse wurde zusétzleine quantitative Messung der
EGFP-Genkopien in den einzelnen Klonen durchgefiumd damit die Anzahl der

Virusinsertionen bestimmt. Es wurden fir alle dfene (K4, 6 und 9) mehr Insertionen
detektiert, als in der LM-PCR identifiziert wurde@rund hierfir sind die durch den
Restriktionsverdau entstanden DNA-Fragmente. SetaekFragmente (<100 bp) enthalten

nur eine kurze genomische DNA-Sequenz, so daseigs \tergleich mit dem Genom zu
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mehreren Ubereinstimmungen kommt. Die Integratianrknicht eindeutig identifiziert
werden. Sehr lange DNA-Fragmente (>800 bp) simtknPCR-Reaktion benachteiligt. So
werden durch die LM-PCR nur etwa 65% der Insertiorexfasst. Aufgrund der
unterbestimmten Anzahl an Virusinsertionen, koénntewentuelle phanotypische
Veranderungen der Klone maoglicherweise nicht aufe didentifizierten Gene

zurickzufihren sein. Um weitere Insertionen in ddonen zu identifizieren, ist es
notwendig, die LM-PCR mit mehreren Restriktionsemen durchzufiihrel?* Auch eine

geringere MOI ware ein methodischer Ansatz, um Alnzahl der Virusinsertionen zu
reduzieren. Genetische Veranderungen, die veratlishofir einen veranderten Phanotyp

sind, kénnen dann schneller identifiziert werden.

5.5 Charakterisierung der Klone

Die abgeleiten Klone zeigten im Vergleich zu dennkollzellen eine gesteigerte
Proliferation. Aufl3erdem konnte mittels Softagargssar Klon 4, 6 und 9 ein
verankerungsunabhangiges Wachstum als Marker fiie enaligne Transformation
festgestellt werden. Bei Erreichen einer Konflugaa 100% kam es bei Klon 4 und 6 zum
Zellzyklusarrest. Klon 9 hingegen zeigte eine \éhslig aufgehobene Kontaktinhibition.
Die Serumabhéangigkeit blieb in allen 3 Klonen edral Bei Klon 6 wirkte sich der Entzug
von Serum aus dem Kulturmedium jedoch nicht sdksdaf die Proliferation aus, so dass
dieser Klon die Proliferation bei niedrigeren Spieg an Wachstumsfaktoren
aufrechterhalten kann. Auch in den Proliferatioadgsen zeigte Klon 6 im Vergleich zu
Klon 4 und 9 eine gesteigerte Proliferation, washaim Softagarassay beobachtet werden
konnte. Im Nacktmausmodell konnte fur keinen degedditeten Einzelzellklone ein

Tumorwachstum bestatigt werden.
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Durch die Telomeraseaktivierung konnen FH-hTERet®muunbegrenzt proliferieren, was
eine essentielle Voraussetzung fur die weitere Sfommation ist. Die Immortalisierung
allein reicht jedoch nicht aus, um eine vollstaedifransformation auszulésen. In den
abgeleiteten Klonen konnten nun verschiedene Pygwvertanderungen (als Folge der
retroviralen Insertionsmutagenese) festgestellt demr die mit der weiteren
Transformation assoziiert sind. Die phanotypischenanderungen missen nun mit den

auslosenden genetischen Alterationen in Beziehesgtgt werden.

5.6 EXxpression betroffener Gene in Klon 4, 6 und 9

Um Verédnderungen in der Expression der eventuefi der Insertion des Provirus
betroffenen Gene RIPK4 in Klon 4, MYCBP2 in Klonuéd IL9RP2, MYOF, PLAGL,
SNX7, MAML3 und PEX2 in Klon 9 zu detektieren, werctine effizienzkorrigierte
gRT-PCR durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde die Expassier verschiedenen Gene in HUH7
untersucht. Diese Tumorzelllinie wurde als zusétdi Kontrolle fir die qRT-PCR
verwendet. Ein Vergleich der Expression in den rsotehten Klonen mit HuH7 war
jedoch kein Kriterium fir eine relevante Expressi@émderung, da das HCC ein sehr
heterogener Tumor ist und HuH7 nur einen Teil déiglithen Verdnderungen der

Hepatokarzinogenese reprasentiert.

Klon 4. Durch die Insertion kam es in Klon 4 trotz der 81 Entfernung des Provirus
bis zum Transkriptionsstart des Gens zu einer &Befla Suppression der Expression von
RIPK4. Auch Integrationen in regulatorische Bereidkbnnen einen Einfluss auf die
Genexpression des betroffenen Gens haben. So fimrteiner anderen Studie das
stromabwaérts von Pim1P{m-1 oncogene gelegene Provirus dazu, dass das virale

Polyadenylierungssignal vor dem zellularen lag.ugegen, die fir eine instabile mMRNA
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verantwortlich sind, waren nun nicht mehr in denanBkript enthalten, was zu erhéhten
Pim1 Proteinmengen filhrtd**3* Im Fall von RIPK4 kénnte eine Insertion in zelhga
EnhancerBereiche daflr verantwortlich sein, dass dieseeiBbe zerstort und folglich die

Expression von RIPK4 supprimiert wurde.

Klon 6. In Klon 6 wurde die Expression von MYCBP2 durch thisertion nicht verandert,
obwohl sich das Provirus im 23. Intron des Gensdet. Nach Guo und Kollegen bindet
das Protein MYCBP2 in einer funktionell wichtigeedron des Proteins c-My&° Es wird
angenommen, dass diese Bindung entweder eine tintersde oder regulierende Rolle
fur die transkriptionelle Aktivierung der c-Myc-Tgatgene spielt. Aul3erdem wurde flr
MYCBP2 eine unterstitzende Funktion in der S1P- uitbulin-induzierten
mTOR-Aktivierung beschriebeli’ mTOR ist eine Proteinkinase, die in die Kontralkes
Zellwachstums involviert und in vielen Tumorentifitaktiviert ist.>® Es ist demnach

sinnvoll, Veranderungen von MYCBP2 ebenfalls audt®nebene zu untersuchen.

Klon 9. Durch die Insertion des retroviralen Vektors kamire Klon 9 bei den Genen
SNX7, MYOF, MAML3 und PEX2 zu keinen wesentlichennderungen in der
Genexpression. Eine weitere retrovirale Insertioorde im Intron 2 von PLAGL
identifiziert. Die Expression von PLAG1 wurde daben das 20-fache gesteigert. Das Gen
konnte damit verantwortlich fir den veré&nderten riéftigp sein. Die Expression des
Pseudogens IL9RP2 wurde nicht Uberprift, da bisheint bekannt ist, ob das Gen

normalerweise {iberhaupt transkribiert witd.

90



Diskussion

5.7 RIPK4 und PLAG1 und deren Bedeutung fir die
Karzinogenese

RIPK4. Das Protein RIPK4 ist eine Serin/Threonin-Kinaed gehort zu den RIPKinasen.
Erstmalig beschrieben wurde RIPK4 als Protein Ken@g- undsé-interagierendes Protein,
wobei die funktionelle Bedeutung dieser Wechselwiik noch nicht geklart igt>**°Die
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen wemghem auf eine aktivierende
Wirkung von RIPK4 auf NReB hin. Meylan und Kollegen konnten mittels einer
RIPK4-Uberexpression in 293T Zellen dosisabhangig«B aktivieren*'’ Eine
Inaktivierung der Kinasedomane des Enzyms fuhrtdiefglich zu einem kompletten
Verlust der NF<B-Aktivierung. Arbeiten mit verschiedenen DLBCL-Hglien (Diffuse
large B-cell lymphoma zeigten ebenfalls, dass eine Uberexpression VKR eine
Aktivierung von NFxB zur Folge hat'® Eine Inaktivierung von RIPK4 mittels RNAI
hingegen, flihrte zu einer Suppression vondBHN diesen Zellen und verbesserte damit
das Uberlebenin vitro. AuBerdem wurde durch die Inaktivierung von RIPK#&
Sensitivitat gegentiber Chemotherapeutika gesteiger ein  Tumorwachstum in

immundefizienten Mausen verhindert.

NF-kB ist ein Proteinkomplex und fungiert als Transkdpsfaktor im NF«B-Signalweg,
der von groRRer Bedeutung fur die Regulation der imimund Entzindungsantwort, der
Zellproliferation und der Apoptose ist. Wird der IdB-Signalweg aktiviert, kommt es zur
Expression pro-inflammatorischer und anti-apopttiés Gené®* So wird das
Uberleben der Zellen sichergestellt und gleichgadthe Immunantwort ausgelést, um den
Organismus vor Infektionen und Verletzungen zu sl Wird der NReB-Signalweg

jedoch aberrant verandert, kann es zu verschiedemziindungsassoziierten Krankheiten
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und zur Tumorentstehung kommgfR™>?

PLAG1l. Das Gen PLAGL1 kodiert fur ein Zinkfingerproteindunvurde als Onkogen
erstmals in pleomorphen Adenomen der Speicheldbesehriebe®**** Eine groRRe
Anzahl der Adenome ist durch chromosomale Rearrapges und Translokationen
charakterisiert, wobei haufig eine veranderte Ggamaisation von PLAG1 detektiert
wurde®* Verschiedene Gene sind bereits als Translokatiotrsgr beschrieben. So wurde
zum Beispiel die Promotorregion von LIFReikemia inhibitory factor receptpwor den
kodierenden Sequenzen des Gens PLAG1l gefuhiderEinige Untersuchungen
beschreiben aul3erdem die Bildung von Fusionsperievon PLAG1, z. B. zwischen
PLAG1 und p-Catenin, SII/TCEAL Transcription elongation factor A (Sll),) loder
CHCHD7 (Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain contaij 7).1°°'*" Alle diese
Ereignisse fihren zu einer Uberexpression von PLAGgitere Studien machen deutlich,
dass PLAGL1 in die Entstehung von verschiedenen Temtititen involviert ist. So wurde
eine aberrante PLAG1-Expression in der humaneneakumyeloischen Leukamie, in
Gebarmutterleiomyomen und in Tumoren des glatteskdizellgewebes detektiért. >
Kiirzlich wurde eine PLAG1 Uberexpression in Hephtstomen beschriebéf Von 20
Tumoren zeigten 19 eine stark erhdhte PLAG1l-Exprasdas Expressionslevel war

dabei 3- bis 12-mal héher verglichen mit gesundeawébe.

Um zu Uberprifen, ob die Gene RIPK4 und PLAG1 dRedevanz in der humanen
Hepatokarzinogenese haben, wurde die ExpressionGeee zusatzlich in humanen
HCC-Proben im Vergleich zu gesundem Lebergeweb&IsigRT-PCR ermittelt. In den
humanen HCC-Proben wurde eine signifikante RIPKgpBession im Vergleich zu

gesundem Lebergewebe detektiert. Klon 4 zeigte faleneine Suppression in der
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RIPK4-Expression. RIPK4 konnte folglich fur die Heépkarzinogenese relevant sein. Fur
PLAG1 konnte in Klon 9 eine 20-fache Steigerungi@m Expression festgestellt werden,
wohingegen die humanen HCC-Proben keine signifikarnderung in der
PLAG1-Expression im Vergleich zur Kontrolle aufwees PLAGL scheint bei der Bildung

eines HCC keine wesentliche Rolle zu spielen.

5.8 HCC-Datenbankanalysen

Um die Ergebnisse aus der qRT-PCR mit den HCC-Pralsgter abzusichern, wurden die
Gene RIPK4 und PLAG1 zusatzlich in einer humanenCHIatenbank uberpruft
(OncoDB.HCC; Oncogenomic Database of Hepatocellular Carcinpmaie Analysen
bestatigten die Ergebnisse. In den untersuchten-AfBen konnte kein Anstieg in der
PLAG1-Expression oberhalb de3ut off beobachtet werden (Abbildung 29). PLAG1
scheint damit keine treibende Rolle in der Bildemges HCC zu spielen, wohingegen eine
transformierende Funktion bei der Entstehung eegzatoblastoms beschrieben ist (siehe
5.7). Leider liegen uns keine Gewebeproben von tddpestomen vor, so dass hier keine
Validierung durchgefiihrt werden konnte. Unter Beaoh des Differenzierungsgrades der
Ausgangszellen ist fur FH-hTERT jedoch eine Tramsftion durch PLAG1 zu einer
Hepatoblastomazelle ebenfalls plausibel. Da invddiegenden Arbeit das HCC und nicht
die Genese eines Hepatoblastoms untersucht werdéte, swurden hierzu keine

zusatzlichen Experimente durchgefihrt.
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PLAG1
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OncoDB.HCC: Oncogenomic Database of Hepatocellutaci@oma

Abbildung 29: Expression von PLAG1 in HCC-Proben. Datenbankanalyse (Quelle:
OncoDB.HCC). Expression von PLAG1 in HCC-Proben (i) Vergleich zu normalem

Lebergewebe (N). Blaue Balken zeigen die PLAG1-Eggion in HBV-infizierten HCC-Proben.

Rote Balken stehen fir die Expression in HCV-igfitgtn Proben und grine Balken fir die
Expression in Proben ohne Virusinfektion. Die geb#lte Linie stellt derCut offdar.

Da Klon 9 eine vollstandig aufgehobene Kontaktiitftobh zeigt und durch die
EGFP-Kopienzahlanalyse 22 Insertionen detektientdem, ist es sinnvoll die LM-PCR
mit anderen Restriktionsenzymen zu wiederholen. edd@m konnen die bereits
identifizierten Gene weiter auf Proteinebene untgns werden. Des Weiteren ist bekannt,
dass integrierte Proviren auch Uber groRe Entfgyami(200 kb) noch Einfluss auf die
Expression von Genen haben kénnen. Eventuell sgrtk®etroffen, die raumlich weiter
vom Integrationsort entfernt sind. Au3erdem sallées Pseudogen IL9RP2 noch genauer
betrachtet werden. Pseudogene sind unvollstandigeveréanderte Kopien des originalen,
proteinkodierenden Gens. Diese Gene fungieren nmolehr als Vorlage fir ein
funktionales Protein und wurden lange Zeit als ,DNWII“ oder falsche Genkopien, die
im Laufe der Evolution entstanden sind, beschriébeNeben nicht-transkribierten gibt es
jedoch auch Pseudogene, die umgeschrieben w&tdBie nicht-kodierende RNA scheint
dabei regulierend auf ihr Genpendant zu wirkenhlereund Kollegen konnten durch einen

spezifischerKnockdownvon ABCC6P1 ATP-binding cassette sub-family C member 6
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pseudogene )ldie Expression der ABCC6 mRNAATP-binding cassette sub-family C
(CFTR/MRP) member )6 verringern:®® Durch Veranderungen der physiologischen
Umgebung, wie zum Beispiel im Falle einer Krankhei¢ Diabetes mellitus, aber auch
Krebs, kann es zu Veranderungen in der ExpressiorPdeudogene kommé&H:*®’ Im
Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass deg&8p/on PTEN/PTENP1 miteinander
korrelieren'® PTENP1 Phosphatase and tensin homolog pseudogenegiert als
»,MIRNA Koéder“, indem die RNA des Pseudogens die MiRbindet und so die zellulare
Konzentration reduziert. PTEN entkommt damit denb@d durch miRNA. Aufgrund der
Hinweise, dass Pseudogene regulatorische Eigemschbésitzen, missen fir IL9RP2
weitere Untersuchungen folgen. Da bisher nicht beket, ob das Pseudogen transkribiert
wird und so eine qRT-PCR nicht mdglich ist, konmten die Genexpression des

Genpendants ILOR auf Anderungen tiberprifen.
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Fir RIPK4 haben die Datenbankanalysen gezeigt, dkss Gen in zahlreichen
HCC-Proben, wie auch in Klon 4, herunterreguliedt i(Abbildung 30). Die
RIPK4-Suppression konnte demzufolge eine relevamibende genetische Veranderung

in der humanen Hepatokarzinogenese darstellen.

RIPK4

1n— Scale = Expression lewel (LogZ T/N?

OncoDB.HCC: Oncogenomic Database of Hepatocelluéacidoma

Abbildung 30: Expression von RIPK4 in HCC-Proben. Datenbankanalyse (Quelle:
OncoDB.HCC). Expression von RIPK4 in HCC-Proben (i) Vergleich zu normalem

Lebergewebe (N). Blaue Balken zeigen die RIPK4-Eggpion in HBV-infizierten HCC-Proben.
Rote Balken stehen fir die Expression in HCV-igitgtn Proben und grine Balken fir die
Expression in Proben ohne Virusinfektion. Die geb#lte Linie stellt derCut offdar.

5.9 Auswirkungen der Expressionsanderung von RIPK4 auf
NF-kB in Klon 4

Wie bereits zuvor beschrieben, ist RIPK4 in der dayF«B zu aktivieren. Zur
NF-kB-Familie gehdren RELAWrel reticuloendotheliosis viral oncogene homolay
REL (v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homglog RELB  (v-rel
reticuloendotheliosis viral oncogene homolog, B50 (Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cel)suhd p52 PC4 and SFRS1 interacting proteii 1
welche Homo- oder Heterodimere bilden. Normalerevdiegen diese Dimere durch
Inhibitoren inaktiviert in der Zelle vor. Zu denhibitoren gehdren beispielsweiseBh

(Nuclear factor of kappa light polypeptide gene avd® in B-cells inhibitor, alphg
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kBB (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene ewd& in B-cells inhibitor, beja
und kBy (Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhangeB-cells, kinase gamma
Die Aktivierung von NF«B wird durch den«B Kinase-Komplex (IKK) kontrolliert. IKK
besteht aus den zwei katalytischen Untereinheit®iol (Conserved helix-loop-helix
ubiquitous kinaseund IKKB (Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhander
B-cells, kinase bejaund der regulatorischen Untereinheit NEM®@h(bitor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamndarch proinflammatorische
Zytokine, bakterielle und virale Produkte.Strahlung, UV-Licht und oxidativen Stress
wird Uber Rezeptoren der TNFRUmor necrosis factor recepderund TLR {Toll-like
recepto)-Familie der kanonische N&B-Signalweg aktiviert. IKK phosphoryliert die
Inhibitoren kB, die dann degradiert werden. Die NB-Dimere kdnnen daraufhin in der
Zelle akkumulieren und gelangen schlief3lich in terkleus. Dort wird die Transkription
von anti-apoptotischen und immunregulatorischen eé@eaktiviert und der Organismus

kann vor Verletzungen und Infektionen geschiitzderr(Abbildung 31}%®

97



Diskussion

BJ!TLR
TNFR
}

NF-kB-Dimer IKK Zytoplasma

@'@

RELA
RELA (I “

1xB

® ® ™S 1A,
PIVR
\ )

Abbildung 31: Der kanonische NFkB-Signalweg.NF-xB-Dimere sind normalerweise mit dem
Inhibitor kB assoziiert und damit inaktiv. Durch die Stimulieg von Rezeptoren der TNFR- oder
der TLR-Familie wird derdB Kinase-Komplex (IKK) aktiviert. Dieser phosphaprt kB, was
zum Abbau des Inhibitors fihrt. Freigewordene ®-Dimere gelangen nun in den Nukleus und
aktivieren Gene mit pro-inflamatorischen und apigtotischen Funktionen.

Um die Auswirkungen der Expressionsanderung vorkKRIBuf den NF<B-Signalweg in

Klon 4 zu untersuchen, wurde ein dualer Luzife@sporterassay durchgefuhrt. Im
Vergleich zu FH-hTERT war die N&B-Aktivitat in diesem Klon signifikant reduziert.
Eine Suppression in der RIPK4-Expression konnte régeim die Inhibierung des
NF-kB-Signalwegs in Klon 4 zur Folge gehabt haben, wies auch in anderen

Zellsystemen bereits gezeigt wurde (siehe 5.7).

Eine aberrante Aktivierung des Signalwegs fuhrteniziindungsbedingten Krankheiten
und zur Krebsentstehung. In nicht-immunen, epighefi und parenchymalen Zellen kann
es jedoch auch durch eine Inhibierung des «WBFSignalwegs zu einer schweren
Entzindung kommen. So fuhrt eine Suppression vorBIin Leberparenchymzellen

(LPC - Hepatozyten und Gallengangsepithelzellen) Szhdden. Mause mit einem
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LPC-spezifischenKnockdown von NEMO (NEMG"™“*®) entwickeln spontan eine
chronische Hepatitis mit erhdhter Apoptose von Hepden, Leberentziindung, Steatose
und kompensierende Proliferation von Hepatozytéurch die anhaltende Schadigung
kommt es in diesen Mausen schlieBlich zur HCC-Ehtgstg. Eine LPC-spezifische
Inhibierung von FADD [as (TNFRSF6)-associated via death dompaigin flr die
rezeptorgesteuerte Apoptose essentielles Adaptekiiploder die Gabe des Antioxidans
Butyl-Hydroxyl-Anisol konnte die Apoptose, die Eidtmlung und die Steatose in
NEMO'"SKC verhindern. Damit ist die gesteigerte Apoptose @eozess, der die
chronische Schéadigung in diesen Mausen vorantreibe NF«B-Inhibierung fuhrt auch
in Epithelzellen des Intestinums und in der Haut Emtwicklung von verschiedenen
entziindungsassoziierten Krankheiten. Da die Inhibig von NF«B im zentralen
Nervensystem, im Pankreas und in der Skelettmuskutaine Auswirkung zeigt, scheint
dieser Mechanismus nur auf bestimmte Gewebe beddhrau sein® Ist die
NF-xB-Aktivitat in diesen Geweben normal, bleibt die rh@ostase erhalten. Kommt es
jedoch zu einer aberranten (In-)Aktivierung von &B;- werden entziindungsassoziierte

Krankheiten gefordert.

Mittels retroviraler Insertionsmutagenese kam esKian 4 zu einer Suppression der
RIPK4-Expression. Aufl3erdem wurde in diesem Klon eeiVerringerung der
NF-kB-Aktivitat nachgewiesen. Da ein gestortes Gleietight im NF«B-Signalweg zu
Tumorentstehung in der Leber fihren kann, kbnnterAtterationen in Klon 4 zu einem
veranderten Phanotyp mit Tumormerkmalen beigetrdgdren (z. B. Uber eine gestotrte
DNA-Schadensantwort durch verminderte NB-Aktivitdt). Damit scheint ein neuer

Mechanismus in der humanen Hepatokarzinogenese RiiRK4 als moglichem
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Tumorsuppressor aufgedeckt.
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5.10 Zusammenfassung und Ausblick

Die molekulare Pathogenese des HCC ist bisher nidiistandig verstanden. Eine
Stabilisierung der Telomere stellt eine notwendigedoch nicht hinreichende
Voraussetzung fir eine maligne Transformation hwenatlepatozyten dar. Zur
Identifizierung weiterer und fir die mehrstufige pgdéokarzinogenese relevanter
Veranderungen wurden in FH-hTERT mittels retro@rdhsertionsmutagenese genetische
Veranderungen induziert. Es konnte fur alle drgjedditeten Klone (Klon 4, 6 und 9) ein
veranderter pramaligner Phanotyp nachgewiesen wefSie entwickelten alle Klone ein
verankerungsunabhangiges Wachstum. Klon 9 zeigtBerdem eine vollstandig
aufgehobene Kontaktinhibition. Die Serumabhangigkblieb allerdings bei allen
abgeleiteten Einzelzellklone erhalten und auch imcKimausmodell konnte kein
Tumorwachstum bestatigt werden. Die Virusinserti@ine RIPK4 in Klon 4 hatte eine
10-fache Suppression der RIPK4-Expression zur Folgghingegen die Insertion im
Intron 23 des Gens MYCBP2 bei Klon 6 zu keiner Amdg in der Expression des Gens
fuhrte. In Klon 9 wurde die Expression von PLAGIfgaund einer Virusinsertion im
Intron 2 um das 20-fache gesteigert. Die gRT-PCR HCC-Proben und die HCC-
Datenbankanalysen zeigten fir PLAG1 keinen Anstregler Expression, so dass eine
PLAG1-Aktivierung scheinbar keine Rolle fur die Etethung eines HCC spielt, aber als
ein treibendes Gen in der Entstehung eines Hepetimohs beschrieben wurde. Fur RIPK4
konnte, wie auch in Klon 4, eine Suppression in &pression in HCC-Proben
nachgewiesen werden. Demzufolge ist eine RIPK4-f&agspon in unserem Modellsystem
eine treibende genetische VeranderungSe€¢ond hi) in der Transformation
proliferierender Leberzellen. Da RIPK4 den NB-Signalweg aktivieren kann, wurden

die Auswirkungen der Expressionsdnderung von RIBKANF«B in Klon 4 untersucht.
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Hier fand sich eine Reduktion in der NB-Aktivitéat. Eine Inhibierung des NkB-

Signalwegs in der Leber fiihrt mdglicherweise ebensbeine aberrante Aktivierung zu
entziindungsassozierten Veranderungen und zur Tatstegkung. Eine verringerte NF-
kB-Aktivitat, ausgeldst durch RIPK4, koénnte in Kldgndemnach zu einem veranderten
Phanotyp mit Tumormerkmalen beigetragen haben. Dscheint ein neuer Mechanismus
in der fruhen humanen Hepatokarzinogenese mit RI&K4nodglichem Tumorsuppressor

aufgedeckt.

Um den Mechanismus von RIPK4 als neue relevantetpgehe Veranderung in der
humanen Hepatokarzinogenese zu bestatigen, missen gaezielte Manipulationen
(z. B. RNAI) in FH-hTERT erfolgen. AuBerdem kdnndtausmodelle (z. B. transiente
Suppression von RIPK4 in MDR2Mausen) hilfreich sein, um die Hypothese weiter zu
untersuchen. Die Identifikation einer RIPK4-Suppies als relevantes friihes Ereignis in
der humanen Hepatokarzinogenese kann die Madglichkar Entwicklung neuer
diagnostischer und therapeutischer sowie mdoglichisev auch préaventiver Verfahren
eroffnen. So konnte die RIPK4-Suppression als Mafie ein erhdhtes Risiko fur eine
maligne Transformation verwendet werden. Aul3erderinnte eine gezielte
Genaktivierung bei Patienten mit einer RIPK4-Supgi@ zur Tumortherapie eingesetzt

werden.
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Abklrzungen

7 AbkUrzungen

A. bidest.
ALT

bp
cDNA
Chr
c-Myc
Ct
DMEM
DNA
EDTA
EGFP
env
FACS
FH
FH-hTERT
gag
HBV
HCC
HepG2
HIV
H-ras
HuH7
IGF2
IKK
ILORP2
INPP4B
kb
LM-PCR
LPC
LTR

Zweifach destilliertes Wasser
ALT-Mechanismus; Alternativer Weg der Telermerlangerung
Basenpaar
Complementary desoxyribonucleic acid
Chromosom
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
Ct-Wert; Schwellenwert-Zyklus

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonucleic acid

Ethylendiamintetraacetat

Enhanced green fluorescent protein
das Gerenvcodiert fur die viralen Hullproteine
Fluorescence activated cell sorting

fetale Hepatozyten

Telomerase-immortalisierte humane fettidpatozyten
das Gergagkodiert fur Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidprivte
Hepatitis B Virus

Hepatozellulares Karzinom

Leberkarzinomzelllinie
humanes Immundefizienz-Virus

Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
Leberkarzinomzelllinie

Insulin-like growth factor 2
kB Kinase-Komplex

Interleukin 9 receptor pseudogene 2

Inositol polyphosphate-4-phosphatase, type I
Kilobasen

Ligation-mediated polymerase chain reaction
Hepatozyten und Gallengangsepithelzellen

Long terminal repeats
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MAML3
MLV
MOI
MOPS
MRNA
MiRNA
MmTOR
MYCBP2
MYOF
NEMO
NF-xB
PCR
PBS
PD
PEX2
Pl
PLAG1
pol
PTEN
p21
p53
qRT-PCR
RIPK4
RLU
RNA
RNAI
SNX7
TERC
TERT
Tpl-2
TRF1
TRF2
TSS

Mastermind-like 3

Maus-Leukamie-Virus

Multiplicity of infection
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
MessengeRNA

microRNA

Mammalian target of rapamycin

MY C binding protein 2

Myoferlin

Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhaniceB-cells, kinase
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene weddls 1
Polymerase chain reaction

Phosphate Buffered Saline
Populationsverdopplung

Peroxisomal biogenesis factor 2

Propidiumiodid

Pleiomorphic adenoma gene 1

polkodiert fr virale Protease, reverse Transkriptase Integrase
Phosphatase and tensin homolog
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

Tumor protein p53

quantitativeReal Time Polymerase Chain Reaction
Receptor-interacting serine-threonine kinase 4
Relative light unit

Ribonucleic acid

RNA-Interferenz

Sorting nexin 7

Telomerase RNA Komponente

Telomerase Reverse Transkriptase
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8
Telomeric repeat binding factor 1

Telomeric repeat binding factor 2

Transkriptionsstart
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