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1. Einleitung

1.1 Das hepatozellulare Karzinom (HCC)

Das hepatozellulare Karzinomhdpatocellular carcinoma HCC) ist weltweit der
funfthaufigste maligne Tumor bei Mannern und deb#iaufigste bei Frauen. Dabei sind
Manner etwa zwei- bis viermal so haufig betroffeie Wwrauen. Die Inzidenz in Europa und
den USA ist zunehmend und liegt zurzeit bei caebdtkrankungen pro 100.000 Einwohner
jahrlich. In Entwicklungslandern liegt die Inzidenes HCC weit hoher, wobei es in den
tropischen Gebieten eines der haufigsten Malignsmé&lach Lungen- und Brustkrebs ist das
Leberzellkarzinom die dritthdufigste malignombedid odesursache weltweit.( Xavier
Boschet al. 2004, www.globocan.iarc.fr).

Eine der wichtigsten Risikofaktoren flir das HCCaste chronische Virushepatitis, d.h. eine
chronische Hepatitis B oder C (Kew 2010). Die Inig@ken mit Hepatitis B und C sind
weltweit flr etwa 80% der HCC-Falle verantwortligherzet al. 2006). Daneben spielen auch
eine ganze Reihe weiterer Primarkrankheiten al&&tektor eine Rolle. Das Spektrum reicht
dabei von Autoimmunerkrankungen, wie der priméanék#n Zirrhose und der primar
sklerosierenden Cholangitis, Uber metabolische dalungen wie Morbus Wilson oder
Hamochromatose bis hin zu toxischen Leberschadender alkoholischen Steatohepatitis.
Eine Leberzirrhose jeglicher Genese ist dabei @ngtrisikofaktor fur die Entwicklung eines
HCC (Sherman 2005). In der westlichen Welt erlangadem auch die Risikofaktoren
Adipositas und Diabetes mellitus zunehmende Bedeut$ie bedingen die Entwicklung
einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis, die wide fiir die Entstehung einer Leberzirrhose
grundlegend sein kann (Siddique und Kowdley 201d assheimeet al 2010).

1.2 Entziindung und HCC

Die Entzindung ist ein komplexer und vielfaltig uégrter Prozess. Dieser soll dem Korper
helfen, Infektionen und Gewebeverletzungen zu bgkémund geschadigtes Gewebe zu
restaurieren. Gerat dieser naturliche Prozess afdrolle oder wird falsch reguliert, tragt
das zum Fortschreiten von chronischen Krankheitein(dones 2005). Es gibt zahlreiche
Gewebe, bei denen eine chronische Entzindung edeubender Risikofaktor fur die

Entstehung eines Tumors sein kann. So fihren zuspigkeinige chronische Infektionen zu
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einer chronischen Entzindung und konsekutiv zurefr@artung. Dies ist bekannt beim
Magen-Karzinom und MALT rucosa associated lymphatic tissugmphom durch die
Besiedlung mit Helicobacter pylori (Contedwetaal. 2013), beim Zervix-Karzinom durch den
Befall mit den humanen Papillomaviren 16 und 18 bedn Burkitt-Lymphom durch eine
Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus. Schon Rudafirchow postulierte 1863 diesen
kausalen Zusammenhang zwischen Infektion und K@élsshow 1881), ging aber noch von
einem ,Krebsbacillus“ als Ursache fir die Entzinglem aus, die zu einer malignen
Transformation flhren sollten. Auch nicht-infek&bshronisch entziindliche Erkrankungen
kénnen ein erhéhtes Risiko einer malignen Entartergien. So zum Beispiel die chronisch
entzindliche Darmerkrankung Colitis ulcerosa (Emdtuentes-Panaret al. 2009).

Das HCC ist weltweit das haufigste Malignom, da®kdi mit einer chronischen Infektion
(vor allem Hepatitis B und C) assoziiert ist. Vdrigtlene Arbeiten weisen auf eine kritische
Rolle von Interleukin-6 (IL-6) und STAT3ignal transducer and activator of transcriptiGh
hin, das neben NF-kBh(iclear factor 'kappa-light-chain-enhancen aktivierten B-Zellen)
als wichtiger Transkriptionsfaktor fur bestimmte n@e angesehen wird. Es ist ein
Transkriptionsfaktor der Gene reguliert, die fie @ifferenzierung der Zelle, Apoptose und
das Zellwachstum bedeutsam sind. Mittlerweile fmdée ersten Medikamente Anwendung,
die an diesen Punkten ansetzen. So gibt es ersteeide, dass die Verwendung von
Celecoxib, einem antiinflammatorischen Medikamedie Phosphorylierung und damit
Aktivierung von STAT3 vermindert und so fur HCC-ieaten einen Benefit haben kdnnte
(Liu et al.2011b).

1.3 Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 ist ein Zytokin. Zytokine sind Glykoyeine, die der Zellkommunikation dienen.
Sie regulieren hauptséchlich Proliferation und &#é#hzierung von Zellen des Immunsystems.
Innerhalb der Zytokine unterscheidet man InterleakiChemokine, Interferone, Kolonie
stimulierende Faktoren und TumornekrosefaktorenH)INL-6 ist der Hauptvertreter und
Namensgeber der so genannten IL-6-artigen InterleukZu dieser Gruppe zahlen auch
Interleukin-11, derleukaemia inhibitory factqroncostatin M ciliary neurotropic factor
cardiotropin-1 und cardiotropinahnliche Zytokine. Diese Zytokine haben eine d&idi
Struktur und die Gemeinsamkeit, dass sie fur dgn&itransduktion in der Zelle auf eine

Rezeptoruntereinheit, das Glykoprotein 130 (gpla®@gewiesen sind (Heinrich P& al.



1998). IL-6 gehort zu einer Gruppe von Substanzbe, neben der Beeinflussung von
Wachstum und Differenzierung von Zellen als Immudoiatoren eine wichtige Stellung
innerhalb des Immunsystems und der Koordinationmerunabwehr einnehmen (Kamimura
et al.2003). Dabei kann die Wirkung dieser Interleuka die engste Umgebung beschrankt
bleiben, also auto- oder parakrin sein, aber audolgin systemische Prozesse in Gang
setzen, wie zum Beispiel die akute Phase im Rahamsr Immunantwort bei Infektionen
oder Gewebsverletzungen. Des Weiteren haben dié-dttigen Interleukine auch eine
Funktion in der Hamatopoese und der embryonalerwiEkiung und spielen bei der
neuronalen und Leberregeneration eine Rolle (Heh&t al. 2003). Die Hauptbedeutung von
IL-6 erstreckt sich auf Entziindungsprozesse. ILggels fir den Ubergang von der
angeborenen hin zur erworbenen Immunreaktion egdeltende Rolle, indem IL-6 die
Rekrutierung von Leukozyten, ihre Aktivierung undgadptose kontrolliert (Jones 2005).
Diese Rolle von IL-6 bei Entzindungsreaktionen wadch deutlich, wenn man die
pharmakologischen Mdglichkeiten betrachtet. So wir. seit einiger Zeit Tocilizumab, ein
humanisierter, monoklonaler Antikdrper gegen derG6iRezeptor mit Erfolg bei Morbus
Crohn und Rheumatoider Arthritis eingesetzt (Gesewt al. 2008), beides chronische

entzindliche Erkrankungen.

1.4 Der IL-6-Signalweg

IL-6 kann entweder an einen membrangebundenen ReZdp6R), der auf Leberzellen und
Leukozyten vorkommt, oder an einen l6slichen RexefisIL-6R) binden. Der l|osliche
Rezeptor entsteht durch limitierte Proteolyse desnbrangebundenen Rezeptors (Scheller
und Rose-John 2006) oder durch Translation einemeltiv gespleil3ten DNA (Heinriadt al.
1998). Dem l|6slichen Rezeptor fehlen die Transmeamdwméane sowie die intrazellulare
Domane, allerdings ist diese nicht fir die Sigraisduktion notwendig (Tagd al. 1989).

Der Komplex aus IL-6 und seinem Rezeptor interagiann mit dem membrangebundenen
gp130 und fuhrt zu dessen Dimerisierung (Abbilduby Im Anschluss an diese
ligandeninduzierte Dimerisierung kommt es zu veiibénen intrazellularen Signalkaskaden.
Neben der Aktivierung von Rasf sarcoma, einem Protoonkogen, und dem Signalweg tber
MAP (mitogen activated protejrKinasen, kommt es auf3erdem zu einer Aktivierueg d
Januskinasen, die mit gp130 assoziiert sind. Dieednen Januskinasen (Jak 1, Jak 2, Tyk 2)
werden je nach Zytokin und je nach Zelltyp (Stahkl. 1993) aktiviert und phosporylieren



gp130 an den Tyrosinresten. So bilden sich Stéilledlie Bindung von Molekulen, die SH2
(src-homology2)-Doméanen enthalten, wie die STAT-Proteine 1 undD& rekrutierten
STAT-Proteine werden wiederum phosphoryliert, mid@raufhin Homo- oder Heterodimere
und translozieren in den Zellkern, wo sie die Tkaipsion bestimmter Zielgene regulieren
(Wollert und Chien 1997).

STAT-Dimerisierung

[

Genexpression

Abbildung. 1: Der IL-6-Signalweg. IL-6 bindet an irsen Rezeptor, wodurch es zur
Dimerisierung von gpl130 kommt. Dies fihrt Gber ¥kmasen einerseits zur Aktivierung
von STATS3 (rechts im Bild), anderersseits zur Aldrung des Signalwegs udber RAS und
MAP-Kinasen (links im Bild)

Die Bedeutung der Dimerisierung des gpl30 fur dmteve Signaltransduktion nutzten
Stuhlmann-Laeiset al. fir eine konstitutive Aktivierung des gpl30/STAB8nalwegs. Es
konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung yu8@ ausreicht, um die Signalkaskade zu
aktivieren und die Phosphorylierung von STAT3 ali&en. Dazu wurden die beiden gp130-
Molekile Uber einen sogenanntenLelicin-Zippet, eine Proteindoméane, die der
Dimerisierung von Proteinen dient, miteinander veden und die genetische Information fur
dieses Konstrukt in ein Plasmid kloniert (Stuhimmamesz et al. 2006). Dieses Plasmid

findet in der vorliegenden Arbeit Verwendung.



1.5 IL-6 in der Hepatokarzinogenese

Die Aktivierung des IL-6-Signalwegs wurde in vergdenen Tumorentitaten beschrieben
So wurden erhohte IL-6-Spiegel z. B. beim multiplyelom, bei Prostata-, Ovar- und
Magen-Karzinom und beim kolorektalen Karzinom deeek (Wierzbowskaet al. 1999,
Berek et al. 1991, Nakashima&t al. 2000, Wuet al. 1996, Kinoshitaet al. 1999).Gering
erhohte IL-6-Spiegel wurden ebenfalls bei Patienteih Leberzirrhose gegeniber einer
gesunden Kontrollgruppe gemessen. Noch deutlictingihé war IL-6 bei Patienen mit HCC.
Hier korrelierte der IL-6-Spiegel mit dem Stadiuer &rankheit: Je invasiver und groéf3er der
Tumor, desto hdoher der gemessene IL-6-Spiegel $5etrral. 2006). Aus diesem Grund wird
IL-6 neben AFP (Alpha-1-Fetoprotein) auch als Tumarker des HCC sowie als Parameter
zur Fraherkennung des HCC diskutiert (Woeg al. 2009, Giannitrapanet al 2002).
AulRerdem konnte vor kurzem in einer genomweitenr&sgionsstudie gezeigt werden, dass
die Aktivierung der Targetgene von IL-6 nach eipetentiell kurativen Resektion mit einer
schlechten Prognose einhergeht. So kam der Verdathtlass bei einem friih erkannten und
operierten Tumor, ein Spatrezidiv nach zwei bis daéren eher als erneuter Tumor gewertet
werden muss, der dann vermutlich erneut durch direntische Entzindung hervorgerufen
wird (Hoshidaet al. 2010). So ist auch zu verstehen, dass ein wiah@@end fur die
schlechte Prognose nach Resektion eines HCC die Inaidenz von Rezidiven ist, d.h. von
erneuten Primartumoren und wachsenden Metastasered Zeit der Erstdiagnose noch
nicht zu erkennen waren), da die chronische Entniigdbestehen bleibt (Llovet al. 2008).

In 80% der Félle entwickelt sich das HCC aus elmsdrerzirrhose. Eine chronische Hepatitis
B oder C sind dabei die haufigsten Ursachen fiur H@C bei Zirrhose. Auch bei den
chronischen infektiosen Hepatitiden wurde bereitse eerhéhte Konzentration von IL-6
(neben anderen Zytokinen) gemessen (Erikesai. 2004 und Malaguarneet al. 1997). Es
ist nicht geklart, ob die erhdhte IL-6-ProduktioneeFolge der Entziindungsreaktion ist und
als Reaktion auf die Entartung steigt oder ob ehblater IL-6-Spiegel bei der malignen
Entartung eine treibende Rolle spielt. In einer-Raintroll-Studie konnte gezeigt werden,
dass Hepatitis B-Patienten, die innerhalb des Badbagszeitraumes ein HCC entwickelten,
bereits zwei bis drei Jahre vor Diagnosestellungerei erhohten IL-6-Wert im Serum
aufwiesen (Wonget al. 2009). Ein erhohter IL-6-Spiegel beschrankt siathtnnur auf die
viralen Hepatitiden. Auch fir genetische und diatéte Adipositas wurde kirzlich im

Mausmodell nachgewiesen, dass diese zu einer slofmmn Entzindung in der Leber der



Versuchstiere fuhrt. Damit gehen eine Erh6hung Ne6 und die Aktivierung von STAT3
und TNF einher. Dies begunstigt wiederum die Kargenese in der Leber (Pagkal. 2010).
Den Zusammenhang von IL-6 und der Hepatokarzinaggereeigt auch die Arbeit von
Naugler et al. Hier konnte gezeigt werden, dass bei chemisch ziedem HCC im
Mausmodell die Inhibition des IL-6-Signalweges wier Karzinomentwicklung schitzen
kann. Wie bereits erwahnt, entwickeln Manner wdsdmhaufiger ein HCC als Frauen. Eine
ahnliche Verteilung findet sich bei Mausen. In de&N (Diethylnitrosamin)-induzierten
Tumorzellen produzieren weibliche Mause wenige6lund entwickeln seltener ein HCC.
Dieser Geschlechtsunterschied konnte bei Inhibitdes IL-6-Signalweges im Mausmodell
aufgehoben werden. Die Daten deuten daraufhin, da6seine ursachliche Rolle fur die
Verteilungsunterschiede zwischen mannlichen undibiien Mausen spielt (Nauglet al.
2007).

Auch eine konstitutive Aktivierung von STAT3, alsaahgeschaltetes Molekdl im IL-6-
Signalweg, scheint eine Rolle bei der malignen Emtgen zu spielen (Sartet al. 1997,
Catlett-Falconeet al. 1999, Huanget al. 2000, Linet al. 2005). STATS3, das neben den IL-6-
artigen Interleukinen auch durch andere Faktorem 2v8. EGF épidermal growth factgr
(Zhong et al. 1994) oder TNFe (tumor necrosis factor) (Miscia et al. 2002) aktiviert
werden kann, hat unterschiedliche Effekte, dieesié tumorprogressive Funktion hinweisen.
So treibt STAT3 die Proliferation (Kiuclat al. 1999) und Angiogenese (Net al. 2002) in
Tumorzellen voran. Es verhindert die Apoptose (Zwethal. 1998) und hilft den Zellen, die
Ausschaltung durch das Immunsystem zu umgehen. Emmstitutive Aktivierung von
STAT3 in der Leber als Reaktion auf den durch eirfektion hervorgerufenen oxidativen

Stress konnte bereits fur Hepatitis C gezeigt we(iéariset al. 2005).

1.6 Die Telomerase in der Hepatokarzinogenese

Eine Aktivierung der Telomerase wird fur viele Tumotitaten als obligatorischer Schritt der
mehrstufigen Karzinogenese angesehen. So wurdetwa 80% aller Malignome eine
Aktivitatserh6hung der Telomerase als frihe Veramog detektiert (Shay und Bacchetti
1997). Die alleinige Aktivierung der Telomerase ist jedonltht ausreichend, um eine
maligne Transformation auszulésen (Harley 2002)odk ist die Aktivierung der Telomerase
ein notwendiger friher Schritt (Wege und Brimmehdt®07). Weitere Alterationen in

Signalwegen und genetische Veranderungen sindhedldtty. Die Telomerase ist ein Protein,
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das im Zellkern die Stabilitat der Enden von Chreomen aufrechterhalt. Die Enden der
eukaryotischen Chromosomen, die Telomere, bestehen repetitiven 5 -TTAGGG-3’
Nukleotiden. Bei jeder Zellteilung kommt es durcte dinvollstdndige semikonservative
DNA-Replikation zu einer Verkirzung der Telomeres bschliel3lich eine kritische
Telomerlange erreicht ist. Die Zellen treten in dseneszenz ein, ein irreversibler
postmitotischer Zustand mit Erhalt der Stoffwechkelitat. Die Telomerase kann diese
teilungsbedingte Telomerverkirzung ausgleichengnmdie die Telomere wieder verlangert.
Das Enzym besteht aus zwei Untereinheiten. Die Réfiponente TERCt¢lomerase RNA
componentist essentiell fir die Bindung an das Telomereudd dient gleichermal3en als
Matrize fir die Neusynthese. TERT telomerase reverse transcriptdse die
aktivitatsbestimmende katalytische Untereinheit,rlargert schlie3lich die Telomere.
Wahrend der Embryonalentwicklung ist das Enzymlienasomatischen Zellen aktiv. Zum
Zeitpunkt der Geburt wird die Expression von TERIhterreguliert und die Telomerase
damit inaktiviert. Im Gegensatz dazu ist das EnzgrKeimbahnzellen und in den meisten
Tumorzellen aktiviert (Shay und Bacchetti 1997).cAun humanen Hepatozyten ist die
Expression der Telomerase runterreguliert (Wetga. 2003a).

Basierend auf den bisherigen Untersuchungen, wiiidedieses Projekt die Hypothese
aufgestellt, dass es wahrend eines chronischenrdeftamens zur permanenten Aktivierung
der Telomerase kommt, die den Hepatozyten ein uehetes Wachstum (Immortalitat)
ermdglicht. Im entzindlichen Milieu der Leber komead dann durch oxidativen Stress im
Rahmen von inflammatorischen Signalwegen zu waeitgrenetischen Veranderungen und
schlie3lich zu einer malignen Transformation. ImhRean dieser Arbeit wurde die Relevanz
einer konstitutiven IL-6-Aktivierung auf die Pradfation und das Wachstumsverhalten der
Zellen sowie der antioxidativen Abwehr von immad@rten humanen Hepatozyten

untersucht.

1.7 Telomerase-immortalisierte humane Hepatozyten

Zur Untersuchung von IL-6 und dessen BedeutungemHkpatokarzinogenese eignen sich
primare humane Hepatozyten als Zellkulturmodelhti®iese sind nur fur eine begrenzte
Zeit kultivierbar und teilen sich in Zellkultur mit mehr. Hepatomazelllinien hingegen, wie
etwa HepG2 (Zelllinie eines humanen HCC), lassam sixpandieren, eignen sich aber

ebenso wenig fur Untersuchungen zu den entscheadendchritten in  der
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Hepatokarzinogenese, da sie bereits entartet zd @wind komplexe Veranderungen des
Karyotyps aufweisen.

Um fetale humane Hepatozyten als Zellkulturmodeltesetzen, wurden von Wegeal. aus
22-24 Wochen alten humanen Feten Hepatozyten iisobrirch ektope Expression von
TERT, dessen Expression limitierend fur die Ak#vitder Telomerase ist, konnte die
Telomerase in diesen Zellen (FH-hTERT) wieder a&tivund die Telomere so stabilisiert
werden (Immortalisierung) (Wegest al. 2003a). Durch die Wiederherstellung der
Telomerasefunktion konnte die so generierte humagieerzelllinie bereits bis zu tber 800
Populationsverdopplungen expandiert werden, ohnalién Seneszenz einzutreten. Dabei
wurde gezeigt, dass die Zellen ihr Potential zufebeénzierung beibehalten, dabei aber keine
Anzeichen einer malignen Transformation vorweis@redgeet al. 2003b und Hakeet al.
2007).
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2. Fragestellung

Die Mehrzahl der HCC entsteht auf dem Boden eimgzimdlichen Erkrankung und der
Zusammenhang zwischen Entzindung und Karzinomnibestritten (Coussens und Werb
2002). Der IL-6-Signalweg, ein proinflammatorisci@&gnalweg, scheint dabei eine wichtige
Rolle zu spielen (Johnsat al. 2012). Ebenso scheint das Risiko, bei erh6hteé-Werten
im Serum (insbesondere bei Adipositas) ein HCCrawiekeln, mit dem IL-6-Signalweg in
Zusammenhang zu stehen (Ohishal. 2013 und Beyazi¢t al. 2011). In dieser Arbeit sollte
Uberpruft werden, wie sich eine konstitutive Ak#ming des IL-6-Singalwegs auf die
Proliferation und Transformation von Telomerase-mntalisierten Hepatozyten auswirkt.
Laut unserer Hypothese kdnnte eine konstituitiveivddrung des IL-6-Signalwegs in FH-
hTERT-Zellen die Entartung begiinstigen. Uberwachtirden dementsprechend die
Proliferation, Zellzyklusverteilung und Kontaktifiion der Zellen mit und ohne IL-6-
Aktivierung. Als in vitro Marker fur eine maligne Transformation wurde zmét das
verankerungsunabhangige Wachstum im Colony Assaypwigitcht. Unter der Annahme, dass
IL-6 die Schadensantwort in FH-hTERT auf oxidativBtress verandert, wurde auch der

Einfluss von ROS und dessen Abwehr untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Das Expressionsplasmid L-gp130

Das Protein gp130 ist das signaltransduzierend&iRrdes IL-6-Rezeptors nach Bindung
von IL-6. Die Transmembrandomane sowie der intialggk Teil und das Signalpeptid des
Wildtyp gp130 wurden in dem konstitutiv aktiven Rpior-Konstrukt L-gp130 beibehalten
(Abbildung 2). Der extrazellulare Teil wurde durdie Leucin-ZippefrRegion des humanen c-
jun Gens mit 39 Aminosauren ersetzt (Aminosauremsezr; RIARLEEKVKTLKAQNSELA
STANMLREQVAQLKQKVMN). Zusatzlich wurde ein Linker ihder Aminosaurensequenz
ELCGG eingefugt. AuBerdem enthalt der konstitutktivee IL-6-Rezeptor L-gpl30 eine
FLAG-Sequenz fur die immunhistochemische Detekt{tvang 2004 und Stuhlmann-Laeisz
et al 2003)

| WT gp130 | | L-gp130 |

Flag-Sequenz

Signalpeptid

Leucin-Zipper

Transmembrandoméane

Intrazellulare Domane

Abbildung 2: Wildtyp WT-gp130 und der konstitutikteve IL-6-Rezeptor L-gp130.

Das Basisplasmid pcDNA3.1 enthélt zwei Antibiotésistenzen. Zum einen eine
Ampicillinresistenz, die zur selektiven Vermehruhgs Plasmids in Bakterien dient, und zum

anderen eine Zeocinresistemte(), die zur Selektion erfolgreich transfizierter atjotischer
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Zellen genutzt wird. Das Konstrukt L-gp130 wurde der Multiple cloning site von

pcDNA3.1 eingefiigt. Die Transkription von L-gpl130radviber einen konstitutiven CMV-
Promotor gesteuert (Abbildung 3). Das Plasmid pcBNAL-gp130 wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. Rose-John (Christian-Albrechts-Unsrgit zu Kiel, Institut fir Biochemie) zur
Verfugung gestellt. Als Kontrollplasmid wurde ddagmid pcDNA3.1 mit Geneticinresistenz

verwendet.

L-gp130

pcDNA3.1 Zeocin

5.0 kb

Abbildung 3: Das Plasmid pcDNA3.1. Eingezeichnetdsidie Resistenzgene und die
Restriktionsenzyméldel und Stul, mit denen das Plasmid zur Kontrolle geschnittemde.
pCMV bezeichnet den Promotor, der die Expressianlioigerts L-gpl130 steuert.

3.2 Propagierung der Vektoren inE. coli und Isolierung der Plasmid-DNA

Material:

- LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, @ ¢laCl, pH 7.5; Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)

- Ampicillin (50 mg/ml; Sigma-Aldrich, Seelze, Daghland)

- E. coli XL 10 Gold

- pcDNA3.1 und pcDNA3.1-L-gp130
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- LB-Agarplatten (LB-Medium mit 12 g/l Agar; Invitigen) mit 100 pg/ml Ampicillin
(Sigma-Aldrich)

- EndoFree Maxi Ki{Qiagen, Hilden, Deutschland)

- Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5810 R; Eppehdds, Hamburg, Deutschland)

- Photometer (BioPhotometer 6131; Eppendorf AG)

- Schuttler (Schuttelmaschine RO 10; Gerhardt Gr@lEb. KG, Kdnigswinter, Deutschland)

- Primer T7, Sequenz: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3" (MG Eurofins, Ebersberg,
Deutschland)

- Primer pCR3.1-BGHrev, Sequenz: 5- TAGAAGGCACAGIAGG-3" (MWG Eurofins)

Die Vektoren ohne bzw. mit Insert wurden zur Seqiesang bzw. zur Transfektion E. coli

in LB-Medium mit 100 pug/ml Ampicillin propagiert dnanschlieBend isoliert. Dazu erfolgte
zunéchst die Transformation der VektorenEincoli XL 10 Gold. Je Transfomationsansatz
wurden 100 pl kompetente Zellen aufgetaut, mit jd Plasmid (3 ng/ml) gemischt und kurz
zentrifugiert. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eesfolgte ein Hitzeschock im Wasserbad
bei 42°C fur 30 Sekunden. Nach weiteren 5 MinutehEs und Zugabe von 800 ul LB-
Medium wurde der Ansatz fur 1 Stunde bei 37°C ursteroben Bedingungen auf dem
Schittler bei 300 rpmrgunds per minufeinkubiert. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation
bei 1000 rpm und 4°C fir 10 Minuten, sodass derrsthad bis auf ca. 100 pl abpipettiert
werden konnte. Das Zellpellet wurde mit dem relsdic Uberstand resuspendiert und
Aliquots dieser Ansatze zur Selektion auf antilalialtige LB-Agarplatten ausplattiert und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wureégemzelne Kolonien mit einem sterilen
Zahnstocher aufgenommen und in jeweils 500 ml LBidm mit 100 pg/ml Ampicillin
Uberfuhrt. Unter aeroben Bedingungen wurden dieafmesbei 37°C schuttelnd (300 rpm)
Uber Nacht inkubiert. AbschlieRend wurden die Ans&t:500 verdinnt und ein weiteres Mal
Uber Nacht inkubiert. Im Folgenden wurden die Pidenmit demEndoFree Maxi Kitnach
Herstellerangaben isoliert. Es folgte eine Konzmnsbestimmung mittels
Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm im Phoerm&tie Reinheit der gewonnen
Plasmide wurde mit Hilfe des Absorptionskoeffizemmt260/280 nm bestimmt. Aul3erdem
wurde das Plasmid pcDNA3.1-L-gp130 zur Kontrolle bhesertsequenz ansequenziert. Dazu

wurden die Primer T7 und pCR3.1-BGHrev verwendet.
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3.3 Kontrolle der Plasmide mittels Gelelektrophores

Material:

- Agarose (Invitrogen)

- GelRed (Stammlésung 1:10000 verdinnt; Biotiumywiard, CA, USA)
- TAE-Puffer (40 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 20 mM Eissig)

- GeneRuler 1 kDNA Ladder-Mix(MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

- RestriktionsenzynNdel (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)

- Restriktionsenzynstul (New England Biolabs)

- Bovine serum albumi(BSA; 10 mg/ml)

- NEBuffer 2 Puffer (New England Biolabs)

- Thermocycler (T3; Biometra GmbH, Goéttingen, Deutand)

- Gelschlitten (Bio-Rad Laboratories GmbH, Mincheeutschland)

- 6 x Aktionspuffer Loading Dye (Fermentas)

- UV-Schirm(ChemiDoc¢™ XRS+ Imaging SystemBio-Rad Laboratories GmbH)

Zur Kontrolle der propagierten Plasmide erfolgten eRestriktionsverdau mit 2
Restriktionsenzymen. Die Restriktionsenzyme wursleigewahlt, dass die Plasmide an zwei
verschiedenen Stellen geschnittenen werden undveo RNA-Fragmente mit bestimmter
Lange entstehen, die im Gel identifiziert werdemri@n. Es wurde zu 1 pg des jeweiligen
Plasmids (gelost in 14l Wasser) je 1ul der Restriktionsenzyme, gl BSA sowie 2l
NEBuffer 2 Puffer pipettiert. Der Ansatz wurde fur 5 Minaitbei 37°C im Thermocycler
inkubiert. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgtesahlielend fir 20 Minuten bei 65°C
ebenfalls im Thermocycler. Fir die Gelelektropheresurde ein 1%-iges Agarosegel
gegossen, indem 1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puftesichtig unter Aufkochen in der
Mikrowelle erhitzt und so gelést wurde. Nach Zugaben 5 ul GelRed wurde die
Agaroselésung auf einen Gelschlitten gegossen, uomnt @u polymerisieren. Die
Restiktionsansatze wurde anschlieBend auf das Gijetaagen. Zum Vergleich der
Bandengrol3e wurde zusatzlich ein DNA-Marker mit imdeften Grol3en verwendet
(GeneRuler 1 kb DNA Ladder-NixDie Elektrophorese erfolgte bei konstant 140tWoll x
TAE-Puffer. AnschlieRend wurde das Gel auf einem&bhirm analysiert.
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3.4 Zelllinien

Fur diese Arbeit wurden die in der Einleitung bemdtenen immortalisierten humanen
fetalen Hepatozyten (FH-hTERT) verwendet. Fur dasit®kontrolle der Western Blots

wurde die humane Hepatomzelllinie HepG2 verwendet.

3.5 Zellkultur

Material:
- Medium (FHM): 500 mlDulbeccos Modified Eagle Mediumit 4,5 g/L (DMEM,;
Invitrogen)
50 ml hitzeinaktisties fetales Rinderserum (FBE&etal bovine serum
Invitrogen)
1 ml Gentamycin/Angpéricin B (Endkonzentration 10 pg/ml
Gentamycin 0,25 plgAmphotericin B; Invitrogen)
250 pl Insulin (Emdfizentration 5 pg/ml; Sigma-Aldrich)
50 pl Hydrocortis(Endkonzentration 2,4pg/ml; Sigma-Aldrich)
- Selektionsmedium: FHM mit 200 pg/ml Zeocin (Imggen)
- 0,25% Trypsin-EDTA (Invitrogen)
- Phosphate buffered salifBBS; Invitrogen)
- Einfriermedium:  80% DMEM
10% FBS
10% DimethylsulfoXidMSO; Sigma-Aldrich)
- Zellkulturflaschen, Zellkulturplatten (Sarstedijimbrecht, Deutschland)
- Mikroskop (DM IL; Leica, Wetzlar, Deutschland)
- Zahlkammer nach Neubauer (Brand, Wertheim, Déldasd)
- sterile Arbeitsbank (Heraeus HS 12; Thermo SdientWaltham, MA, USA) und
Brutschrank (Heraeus BB 16; Thermo Scientific)
- Freezing containe(Nalgene, Rochester, NY, USA)
- Wasserbad (GFL — Gesellschatft fir LabortechnildpBurgwedel, Deutschland)
- Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5810 R; Eppehdds)
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Die Zellen wurden bei 37°C und 5% e einer mit Wasserdampf gesattigten Atmosphare
in 25 cm?- bzw. 75 cm2-Zellkulturflaschen (T25 bZwv75) in FHM kultiviert und bei einer
Konfluenz von 80 bis 100% passagiert. Dazu wurde Madium abgesaugt, die adhérenten
Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann mit TngadDTA fir 3 bis 5 Minuten im
Brutschrank inkubiert. Trypsin-EDTA wurde schlief®li durch die Zugabe von
serumhaltigem Medium inaktiviert und die Zellender gewtinschten Dichte erneut ausgesat.
Das Auftauen von Zellen erfolgte durch AufwarmenWasserbad auf 37°C. Durch Zugabe
von FHM wurden die Zellen anschlieBend resuspendied ausgesat. 24 Stunden spéater
erfolgte ein Mediumwechsel. Um einen Vorrat an &eltu haben, wurden regelmafiig 1 bis 3
x 10 Zellen eingefroren. Dazu wurden die Zellen wie robeschrieben trypsiniert und die
Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer untermdeMikroskop bestimmt. Nach
Aufnahme der Zellen in 1 ml Gefriermedium folgteeilnkubation von 15 Minuten bei
Raumtemperatur in einenfrreezing container Anschlieend wurden die Zellen fir
mindestens 24 Stunden bei -80°C gelagert, bevofusidie Langzeitlagerung in flissigen

Stickstoff Gberfiihrt wurden.

3.6 Transfektion durch Nukleofektion

Material:

- Amaxa Nucleofectd¥ (Lonza Group AG, Basel, Schweiz)
- Nucleofector® SolutioV (Lonza Group AG)

- 6-well-Platten

- Plasmide (pcDNA3.1-L-gp130 und pcDNA3.1; Invitery

Mit Hilfe der Nukleofektion wird die DNA in den Zddern der Zielzellen geschleust. Dabel
zerstort ein elektrischer Puls kurzfristig das Meanmpotential der Zelle. Es entstehen
Membranporen, durch die das genetische MaterialZytsplasma gelangt. Durch Zugabe
einer speziellen Nukleofektionsldsung kann die Dékn in den Zellkern gelangen

Die Nukleofektion wurde entsprechend dem Protokolh Lonza fir adharente Zelllinien
durchgefuhrt. Dazu wurden pro Ansatz 1 % Z@llen unter der Verwendung von 100 pl der
Solution V und des Programms T030 mit den Plasmidlansfiziert. Es wurden 0,9
Plasmid verwendet. Nach Transfektion wurden didedebuf 6well-Platten ausgesat. 24

Stunden spéter erfolgte ein Mediumwechsel.
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3.7 Selektion und Isolation von Einzelzellklonen

Material:

- Selektionsmedium

- Klonierungsringe (Sigma-Aldrich)
- 60 mm-Zellkulturplatten (Sarstedt)

Das Basisplasmid pcDNA3.1 enthélt ein Resistenzagmgen das Antibiotikum Zeocin, so
dass erfolgreich transfizierte Zellen selektierrde®m kénnen. 48 Stunden nach Transfektion
wurde mit der Selektion der Zellen begonnen. Damude FHM durch Selektionsmedium
ersetzt. Die Selektion dauerte 6 Wochen. Zur |satig von Einzelzellklonen wurden je 100,
200 und 400 selektierte Zellen auf 60 mm-Zellkyltatten ausgesat. Nach 2 bis 3 Wochen
wurden aus einzelnen Zellen entstandene KolonierKianierungsringen aufgenommen und
expandiert. Die Expansion und die anschleiRende¢ierung der Einzelzellklone erfolgte

stets in Selektionsmedium.

3.8 DNA-Extraktion und Zeocin-PCR zum Nachweis vori-gp130

Material:

- Qiagen DNeasy Blood & Tissue K@iagen)

- Photometer: BioPhotometer 6131 (Eppendorf AG)
- Mastermix:PlatinumPCR Super Mix(Invitrogen)

- Primer (Eurofins MWG Operon)

fur Zeocin: pPcDNA ZeoF: 5 -GGACTTCGTGGGACGAC-%
pPcDNA ZeoR: 5-CACGATOCCGACCACTC-%

fur B-Actin: Actin F: 5-GGC ATC CTC ACC CAAGTA-3
Actin R: 5-GTC AGG CAGITC GTAGCTCT -3

- Agarose (Invitrogen)

- Ethidiumbromid (10 mg/ml; Carl Roth GmbH, Karlery Deutschland)
- TAE Puffer (40 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 20 mM [Essig)

- Gene Ruler Low Range DNA LaddEermentas)

- 6x Orange Loading DyéFermentas)
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Fur die DNA-Extraktion wurden die Zellen trypsirtiebei 4°C und 300 x g fir 3 Minuten
zentrifugiert, mit PBS gewaschen und erneut zemgidrt. Die DNA wurde dann nach dem
Protokoll des Herstellers mit dei®iagen DNeasy Blood & Tissue Kéxtrahiert. Die
Bestimmung der Konzentration erfolgte im Photomekir die PCR wurden 22,5 ul des
PlatinumPCR Super Mix je 1 ul der Primer in einer Konzentratin von 30gbpl und 1 pl
DNA in einer Konzentration von etwa 25 pbkerwendet. Die PCR lief fir 35 Zyklen bei

folgendem Programm:

- Initiale Denaturierung 94°C 2 Minuten
- Denaturierung °0G4 30 Sekunden
- Annealing 58°C 30 Sekunden
- Extension 72°C 1 Minute

Fur die Gelelektrophorese der DNA wurde ein 2%-idemrosegel gegossen, indem 2 g
Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer vorsichtig unteafkochen in der Mikrowelle erhitzt und
so geldst wurde. Nach Zugabe voplZEthidiumbromid wurde die Agaroselésung auf einen
Gelschlitten gegossen, um dort zu polymerisierénuRder Proben wurden dann mit 4 pl
Laoding Dyeangesetzt und in dem Agarosegel aufgetrennt. Atf3énstandard wurde der

GeneRuler Low Rangesrwendet.

3.9 Proteinextraktion und Proteinbestimmung

Material:

- BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, WobhuMA, USA)

- Ultra Microplate Reader EL 808 (BioTek Instrumgn/inooski, VT, USA)

- Ultraschall-Homogenisator Sonoplus (Bandelin,liBgDeutschland)

- 21 G Kanulen (BD Biosciences, Becton DickinsonlsbimHeidelberg, Deutschland)

Die Proteinextraktion wurde mit RIPA-Puffer durchgat.
RIPA-Puffer enthalt:

1x PBS 49,5 ml
Igepal CA-630 (1%) 0,5 ml
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Sodium deoxycholate (0,5% wi/v) 250 mg

SDS (0,1% w/v) 50 mg

Proteaseinhibitor Gomplete mini protease inhibitor cocktail tabletRoche diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland)

Etwa 5 x 16 Zellen wurden mit 0,3 ml RIPA-Puffer (4°C) mit ggh hinzugefiigtem

Proteaseinhibitor (1 Tablette auf 10 ml) resuspemddurch eine Spritze auf- und abgezogen
und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBendrden die Proben 10 Sekunden 4 mal
bei 10% Power sonifiziert und bei 10.000 x g und 4°C fur 10 Mien zentrifugiert. Die

Uberstande, die die Proteine enthalten, wurdenewaitwendet bzw. bei -80°C eingefroren.
Die Konzentrationsbestimmung der Proteine der hib 1110 verdinnten Proben erfolgte mit
dem BCA Protein Assay Kit von Pierce Biotechnolamch Herstellerangaben bei 540 nm

auf dem Microplate Reader.

3.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Material:

- Gelkammer (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deltsut)

- Prestained Protein Laddd-181 kDa (Invitrogen)

- Cruz Marker MW Standard$anta Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

- Trenngel (10%):

40% Acrylamid 4,7 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tris, pH 8,8; 0,4% SDS) 78ml
Aqua dest. 6,25 ml
10% SDS 150 pl
10% Ammoniumpersulfat (APS) 150 pl
TEMED 7,5 ul

- Sammelgel: (4%):

40% Arylamid 500 pl
Trenngelpuffer (1,5 M Tris, pH 8,8; 0,4% SDS) 23.ml
Aqua dest. 3,2ml
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10% SDS 50 pl
10% APS 50 pl
TEMED 10 pl

- Elekrophoresepuffer (10 x):

TRIS base 15¢
Glycin 729
SDS 50

ad 500 ml Aqua dest.

- Auftragspuffer (5 x):
TRIS base 150 mg
SDS 500 mg
Bromphenolblau 25 mg
Glycerol 2,5mil
DTT 386 mg

Die Elektrophorese erfolgte in einem 10%-igen, digkuierlichen SDS-Polyacrylamidgel in
einerMini ProteanElektrophorese Zelle. Zur Polymerisierung der Geleden kurz vor dem
GieBen TEMED und APS hinzugegeben, die die Radikalbg initieren bzw. die
Startradikale fur die Polymerisation liefern. Duitds enthaltene SDS werden die Ladung der
denaturierten Proteine maskiert und durch das S&fativ geladen, so dass eine elektrische
Auftrennung anhand der Proteingréi3e erfolgen kdardie Mobilitat von Proteinen im SDS-
Gel linear mit dem Logarithmus ihrer molaren Maksereliert. Es wurden jeweils 40 ug
Protein eingesetzt und mit Aqua dest. und 5 x Agipuffer (4 pl) auf 20 ul aufgefullt. Vor
dem Auftragen wurden die Proben fur 3 Minuten b@i® denaturiert und wieder auf Eis
abgekuhlt. Die Proteine wurden zunédchst in dem dgéf-iSammelgel gesammelt. Das
Einlaufen der Proben in das Sammelgel erfolgte7BeyV fir 10 Minuten. Die Trennung der
Proteine Uber das Trenngel erfolgte schliellich B&0 V fur 60 Minuten. Als

Molekulargewichtsmarker dienten derestained Protein Laddemd derCruz Marker.
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3.11 Western Blot

Material:

- Blotkammer (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutsct)
- Filterpapier

- 0,45 pm Nitrozellulosemembran (Bio-Rad Laboraeyi

- Transferpuffer:
TRIS base 582¢g
Glycin 2949
SDS 0.38¢g
Methanol 200 ml

Ad 1 | Aqua dest.

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine Aitikbrper zuganglich zu machen,
wurden die Proteine auf eine Membran UbertragenzuDavurde eine Membran aus
Nitrozellulose mit einer Porengréf3e von 0,45 punwesrdet. Zwischen einem auf3eren dicken
und inneren dinnen Filterpapier lag die Membraneurdem Gel. Die Kathode der
Blotkammer war dementsprechend oben, die Anodenudtie Filterpapiere, das Gel und die
Membran wurden vor dem Transfer 15 Minuten in Trammuffer aquilibriert. Fur den

Transfer wurde eine Stromstarke von 85 mA fur Zh8&m angelegt.

3.12 Immundetektion

Material:

- Waschpuffer (10 x):
NacCl 45¢g
1 M TRIS-HCL, pH 8,0 50 ml
ad 500 ml Aqua dest.

Fur 1 x Waschpuffer wurden 100 ml des 10 x Wasdepsiimit 900 ml Aqua dest. verdinnt
und 500 pl Tween-20 dazugegeben.
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- Blockpuffer:
1 x Waschpuffer 50 ml
Milchpulver 25¢g

- ECL-Reagenz: Super Signal West Dura (Pierce Blotelogy)
- Antikorper (Santa Cruz Biotechnology):

Primarantikdrper: Sekundarantikorper:
Phospho-Stat3 (Tyr705) (sc-9131) oateanti-rabbit (sc-2030/)
Phospho-p44/42 MAPK (sc-9101) gaati-rabbit (sc-7074)
Aktin (C2) (sc-8432) goat-anti-mouse (sc-2031)
- Stripping Puffer:
10 M NaOH 2,0 ml
Aqua dest. 98 ml

- Schittler (GFL — Gesellschatft fiir Labortechnik)
- 50 ml R6hrchen (Sarstedt)
- Rohrchen-Roller (Stuart Roller Mixer SRT6; Bib8gientific Limited, Staffordshire, UK)

Die Membranen wurden fiur 1 Stunde bei leichtem 8ehu in Blockpuffer bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifisches Bindbsr Antikdrper zu verhindern.
Anschlie3end wurden die Membranen in einem 50 nfirBléien mit dem Primarantikérper
(2:200 bis 1:1000 in 5 ml Blockpuffer bzw. 1 x Whpaffer mit 5% BSA je nach
Herstellerangaben) tber Nacht bei 4°C auf einenréh@mRoller inkubiert. Nach 3-maligen
Waschen mit 1 x Waschpuffer fir 10 Minuten bei Reamperatur auf dem Schattler, wurden
die Membranen drehend fir 1 Stunde mit dem Sekant&brper bei Raumtemperatur in
einem 50 ml Réchen inkubiert. Es erfolgte ernent®maligens Waschen. Fir die Detektion
wurden jeweils 1,5 ml des ECL-Reagenz | und |l g und die Membran fir 5 Minuten in
einem 50 ml Rohrchen drehend inkubiert. Anschliel3amd die Detektion der Banden auf
einem Rontgenfilm statt. Fur die Immundetektion sédben Membran mit weiteren
Antikdrpern wurde die Membran gestrippt. Dazu wundeh 10 Minuten Inkubation bei 70°C
in Stripping Puffer die Membran mehrmals grindlinh 1 x Waschpuffer gewaschen bevor

sie wieder verwendet werden konnte.
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3.13 RNA-Extraktion und reverse Transkription

Material:

- B-Mercaptoethanol (Bio-Rad Laboratories)

- 96 — 100% Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
- 21 G Kanule (BD Microlance)

- NucleoSpin RNA Il KifMachery-Nagel)

- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis KRoche)

Zur Homogenisierung des Zellpellets, aus dem di& REwonnen werden sollte, wurde eine
21 G Kanule verwendet. Die RNA-Extraktion erfolgl@nn nach demlucleoSpirRNA II Kit
Protokoll, das auch einen DNA-Verdau beinhaltee Rbnzentration der gewonnenen RNA
wurde mit Hilfe des Photometers bestimmt, so daéssdfe Generierung von cDNA die
gleichen RNA-Konzentrationen (1 pg) verwendet werd®nnten. Die folgende reverse
Transkription wurde mittels de$ranscriptor First Strand cDNA Synthesis Kitotokolls

durchgefuhrt.

3.14 qRT-PCR fur Cyclin D1

CyclinD1 ist ein Zielgen des IL-6-Signalwegs. Smdet STAT3 u. a. an den CyclinD1-
Promotor und reguliert die Expression. CyclinD1le#ipin der Zelle eine wichtige Rolle,
indem es den Zellzyklus fordert. Aufgrund einerddrten Expression in zahlreichen Tumoren
wurde CyclinD1 auch als Onkogen beschrieben. (Taski al. 2007) Wird der IL-6-
Signalweg gestort, z. B. indem die STAT3-Aktiviegurblockiert wird, so kann eine
verminderte Expression von Cyclin D1 detektiertaesr. (Woret. al.2010)

Material:

- QuantiTect SYBR Gre@tCRMaster Mix(Qiagen)

- QuantiTect Primerassay Cyclin OdQiagen)

- 384 Well-Platten (Sarstedt)

- Thermocycler (ABI Prism 7900H Thermocycler; AmaliBiosystems, Carlsbad, CA, USA)
- PCRreines WassdSigma-Aldrich)

26



Nach Extraktion der Gesamt-RNA und reverser Trapskn wurde die cDNA in die
guantitativereal timePCR (QRT-PCR eingesetzt, um die Expression von Cyclin D1 zu
detektieren. Dazu wurden pro Ansatpl® x QuantiTect SYBR GredtCR Master Mix 1 pl

10 x QuantiTect Primerset3 pl Aqua bidest. und I cDNA in einer Konzentration von 10
ng/pl verwendet. Die PCR lief nach der Polymeraseakung fur 15 Minuten bei 94°C flr

40 Zyklen:
- Denaturierung Q4° 15 Sekunden
- Annealing 55°C 30 Sekunden
- Extension 72°C 30 Sekunden

Als Referenz wurden vier Referenzgene verwendetzuing sogenannteBasket housekeeper
zusammengefasst: TATA-Bindungsprotein (TBP), riboales Protein L13a (RPL),
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Br2-Microglobulin (B2M). Die
relative Expression von Cyclin D1 wurde dann miteen effizienskorrigiertem Modell relativ
quantifiziert EACt [CyelinD1] j pACt [basket housekeep§t] Dazy war in friiheren Experimenten der

Arbeitsgruppe die PCR-EffizienE) fur jedes Primerpaar ermittelt worden.

3.15 Analyse der Zellproliferation und Serumabhangikeit

Die Analyse der Zellproliferation erfolgt mittelsner kolorimetrischen Bestimmung vitaler
Zellen, die in der Lage sind, MTS-Tetrazolium iztHular in Formazan zu reduzieren. Das
ins Medium abgegebene und l6sliche Formazan kamreiber Absorption von 490 nm

detektiert werden. Die Farbintensitat des Formazstndann direkt proportional zur Anzahl

der vitalen Zellen.

Material:

- CellTiter 96 AQeousOne Solution Cell Proliferation Assdiromega, Madison, WI, USA)
- 96 WelkMikrotiterplatte (Thermo Scientific)

- Ultra Microplate Reader EL 80@ioTek Instruments)

Auf 96-Well-Platten wurden 5000 bzw. 10.000 Zellen in 100 uMFj¢ Well ausgesat. 24
Stunden spater wurde das Medium gewechselt unchdMiedium mit unterschiedlichen
Serumkonzentrationen oder Medium mit IL-6 ersetiver einen Zeitraum von 6 Tagen
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wurden jeden Tag 20 ul d&€ellTiter 96 Losung auf je 8Vellsgegeben, 1 Stunde bei 37°C
dunkel inkubiert und dann die Absorption bei 490inmMicroplate readergemessen.

3.16 Induktion von oxidativem Stress

Material:
- 500 uM Wasserstoffperoxid 82; Sigma-Aldrich, Stammlésung 10 mM)
- 5 uM Buthionine Sulfoximin@BSO; Sigma-Aldrich, Stammlésung 300 uM)

Um in den Zellen oxidativen Stress auszuldsen, wursie fur 90 Minuten mit 5 uM BSO
und 400 pM HO: behandelt. Dabei verhindert BSO den Abbau von neakt
Sauerstoffspezies (RO%gactive oxygen speclesndem es zur Depletion von Glutathion
fuhrt.

3.17 Detektion von oxidativem Stress

Zur Detektion von ROS wurde 5-(und &rboxy2",7 dichlorodihydrofluorescein diacetate
(Carboxy-HDCFDA) verwendet. Diese nicht-fluoreszierende Samwstwird von den Zellen
aufgenommen und in den Zellen von unspezifischeler&sen deacetyliert (zu Carboxy-
DCFH) und anschlieBend durch ROS oxidiert. Dastamtene Carboxy-DCF fluoresziert
und kann mittels Durchflusszytometrie (FAG3orescence activated cell sortindetektiert

werden.

Material:

- Carboxy-HDCFDA (Invitrogen, Stammlésung 10 mM in DMSO)
- Hanks balanced salt solutiqiiBSS; Invitrogen)

- Zellsieb (70 um; BD Biosciences)

- FACS-Gerat (LSR II; BD Biosciences)

Es wurden 0,25 x PZellen in T25 ausgesét. Bei einer Konfluenz von-380% wurden die
Zellen mit HBSS gewaschen und anschliel3end fur 8tutdn bei 37°C im Dunkeln mit 25
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uM Carboxy-HDCFDA (in HBSS) inkubiert. Danach wurde die Inkubatdurch 2-maliges
Waschen mit HBSS beendet und die Zellen anschléffén 90 Minuten bei 37°C im
Dunkeln mit 400 uM EO2 und 5 pM BSO behandelt, um oxidativen Stress duzieren.
Schliel3lich wurden die Zellen geerntet, durch edtisteb (70 um) gegeben, einmal mit PBS
gewaschen und fur die FACS-Analyse in 200 ul PBaspendiert.

3.18 Kontaktinhibition bzw. Zellzyklusanalyse

Propidiumiodid interkaliert in die DNA, sodass durdie Farbintensitat des Propidiumiodids
der DNA-Gehalt der Zelle ermittelt und zwischen denterschiedlichen Zellzyklusphasen

unterschieden werden kann.

Material:

- Zellsieb (70um; BD Biosciences)

- 70% Ethanol (-20°C; Merck)

- Farbeldsung (50g/ml Propidiumiodid (Sigma-Aldrich) und 500 U/ml RbEeA in PBS
(Sigma-Aldrich))

- FACS-Geréat (LSR II; BD Biosciences)

1 x 1@ Zellen wurden bei etwa 40 — 60%igen Konfluenz anfiag nachdem sie 100%-ige
Konfluenz erreicht hatten geerntet. Anschliel3enddemn sie durch einen Zellsieb gegeben,
bei 500 x g fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert,trRiBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in @5 PBS resuspendiert. Unter
Schwenken wurden 5 ml Ethanol tropfchenweise zugadiad die Zellen fur 2 Stunden auf
Eis stehen gelassen. Fur die Farbung der DNA usdhéierl3ende Zellzyklusanalyse wurden
die Zellen in 5 ml PBS rehydriert, abzentrifugiend erneut mit PBS gewaschen und wieder
zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 0,5 ml B&lbsung resuspendiert und 30 Minuten
bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach erfolgter FA@®alyse konnten mit der
Analysesoftware Flow-Jo (Tree Star, Inc. 1997 -204chliel3lich die DNA-Histogramme
ausgewertet und der prozentuale Anteil der Zellenden einzelnen Zellzyklusphasen

bestimmt werden.
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3.19 Softagarassay

Der Softagarassay, ein etabliertervitro Marker fur Malignitat, dient der Untersuchung auf

verankerungsunabhangiges Wachstum der Zellen tagot

Material:
- Agarose (Invitrogen)

- 60 mm-Zellkulturschalen (Sarstedt)

Fur diesen Test wurden je 15000 Zellen in 0,33%midgar verdinnt und auf eine 0,5%-ige
Agarschicht in Zellkulturschalen (60 mm Durchmepsausgesat. Das Koloniewachstum

wurde nach 3 Wochen mikroskopisch durch AuszahérKdlonien quantifiziert.

3.20 gRT-PCR fur p21

Der CDK-Inhibitor 1, auch p21 genannt, inhibiertkiy-abhangige Kinasen und ist damit
wesentlich an der Kontrolle des Zellzyklus beteili§ine gesteigerte Expression von p21
fuhrt zu einem Zellzyklusarrest. Aufgrund der Fideigy die Proliferation von Zellen zu

inhibieren, hat p21 tumorsuppressive Funktionemigéi Onkogene supprimieren p21 und

treiben so Zellwachstum und Tumorgenese (Gattal. 2005).

Material:

- QuantiTect SYBR Gre@CRMaster Mix(Qiagen)

- QuantiTect Primerassay fur pZQiagen)

- 384 Well-Platten (Sarstedt)

- Thermocycler (ABI Prism 7900H Thermocycler; AmaliBiosystems, Carlsbad, CA, USA)
- PCR-reines Wassébigma-Aldrich)

Die Zellen wurden zuvor mit 400 pM2B8, und 5 pM BSO fir 90 Minuten bei 37°C
behandelt, um oxidativen Stress auszulésen. Diativegn Kontrollen blieben unbehandelt.
Die Ernte der Zellen erfolgte nach weiteren 7 SaimdNach Extraktion der Gesamt-RNA und
reverser Transkription wurde die cDNA in die quetive real timePCR (qQRT-PCR)
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eingesetzt, um Veranderungen in der Expressionp&inzu detektieren. Die Durchflihrung

und Auswertung erfolgte wie in 2.14 beschrieben.

3.21 PCR-Array

Der Human Oxidative Stress and Antioxidant DefeR3é Profiler™PCR Arrayerstellt im
Rahmen einer quantitativeeal timePCR ein Genexpressionrofil von 84 definierten Genen
die in Abwehr von oxidativen Stress und Reparaton WDNA-Schéden involviert sind.
Zusatzlich sind Primersets fur Referenzgene sowN-Rund gPCR-Kontrollen enthalten.

Der Array bietet Platz fur vier Proben.

Material:
- RT2 Profiler™PCR Array (PAHS-065; Qiagen)
- Thermocycler (ABI Prism 7900H Thermocycler; AgaliBiosystems)

Die RNA-Extraktion und das Umschreiben in cDNA égfe wie oben beschrieben. Die
gewonnene cDNA wurde dann nach Angaben des PrdgdRdt Profiler™PCR Array in die
guantitative real timePCR eingesetzt. Die Auswertung erfolgte ebenfallachn

Herstellerangaben.

3.22 Statistik

Die Experimente wurden in der Regel mit mindestdes separaten Ansatzen durchgefuhrt
und wiederholt. Die ermittelten Werte sind in dresArbeit als Mittlewerte mit
Standardabweichung angegeben. Um die Signifikanz Werte zu testen, wurde der
Zweistichprobent-Test unter der Annahme gleicher Varianzen verwenBe Ergebnis

wurde als signifikant gewertet, wenn der errechpatéert unter 0,05 lag.
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4. Ergebnisse

4.1 Sequenzierung des Inserts L-gp130

Um das Expressionsplasmid L-gp130 zu uberprufemdevdas Insert des Plasmids von der
Firma MWG Eurofins ansequenziert. Die Sequenz figplL30 konnte so bestatigt werden

(Sequenz siehe Anhang).

4.2 Zeocin-PCR zum Nachweis der Plasmid-DNA

Nach Transfektion von FH-hTERT mit pcDNA3.1 als Katie und pcDNA3.1 L-gp130
wurden die Zellen zundchst mit Geneticin bzw. Zeostlektiert. Nach Selektion wurden
insgesamt sieben L-gp130-Einzelzellklone aufgenomuoma expandiert. Die Einzelzellklone
FH-hTERT-L-gp130 werden im Folgenden als Klon 1ugwv. bezeichnet. Die negative
Kontrolle ist, soweit nicht anders deklariert, FHAHRT-pcDNA3.1, ebenfalls ein
Einzelzellklon. Um zu Uberprifen, ob die Transfeitmit L-gp130 erfolgreich verlaufen ist,
wurde eine PCR zum Nachweis des ResistenzgensefiriZ durchgefiihrt (Abbildung 4).
Die zu amplifizierende Gensequenz fur Zeocin i Basenpaare lang. Zur Kontrolle der
Amplifikation und der eingesetzten DNA-Menge, wuiideeiner zweiten PCR 3-Aktin, ein
Strukturprotein der Zelle, nachgewiesen. Die zu ldingrende Gensequenz fiur 3-Aktin hat

540 Basenpaare.
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Abbildung 4: Zeocin-Nachweis in einem 2%-igem Agagel. Gezeigt sind links neben dem
DNA-GroRenstandard die spezifischen Banden fur irRAkind rechts die spezifischen
Banden flr Zeocin.

Wie in Abbildung 4 zu sehen, zeigen alle Zellklof®@one 1 — 7) im Gegensatz zu FH-
hTERT-pcDNA3.1 eine deutliche Bande bei 156 Basargga Es kann demnach davon
ausgegangen werden, dass die Klone das Expressismsg L-gp130 enthalten. FH-hTERT

pcDNA3.1 enthalt ein Resistenzgen fur Geneticin ishdemnach in der Zeocin-PCR negativ.

4.3 Immunoblot von P-STAT3 und P-ERK

Im Rahmen der Aktivierung des IL-6-Signalwegs konastdurch die Phosphorylierung von
STAT3 zu dessen Aktivierung und Translokation im dellkern. Um zu Uberprifen, ob das
Konstrukt L-gpl30 konstitutiv aktiv ist, wurde eilmmunoblot durchgefiihrt und die
Aktivierung von STAT3 Uberpruft. Dabei kann das gbioorylierte STAT3 in zwei Formen
vorliegen. Die eine Form ist etwa 86 kDa schwee, @lndere 79 kDa. Um die Intensitat der
Banden vergleichen zu kénnen, wurden die Membragestrippt und alle gebundenen
Antikdrper entfernt und schlief3lich mit einem R-ikAntikdrper erneut inkubiert. 3-Aktin

ist ein Strukturprotein des Zytoskeletts, das iteralZellen etwa zu gleichen Mengen
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exprimiert wird. So kann Uberprift werden, ob dieidVlengen Protein geladen wurden. Als
positive Kontrolle fur P-STAT3 wurde HepG2 fur 10dten mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert
(Abbildung 5).
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HepG2 + IL-6
Klon 1
Klon 2
Klon 3
Klon 4
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Klon 6
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86 kDa
79 kDa

Abbildung 5: Aktivierung von STAT3 in den Einzelkébnen. Western Blot mit HepG2 (fur
10 Minuten mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert) als posii Kontrolle.

P-STAT3

Wie in Abbildung 5 zu sehen, zeigt HepG2 als pesitiontrolle nach Stimulierung mit IL-6
ein deutliches Signal. Bei allen sieben Einzelzefik ist ebenfalls die aktive Form von
STAT3 zu erkennen. Im Vergleich zu FH-hTERT-pcDNABaben die Klone 1, 2 und 3 die
starkste Bande fur P-STAT3. So kann angenommenenmehss diese Klone das Konstrukt
L-gp130 am starksten exprimieren. Die Klone 1 bisv@rden daher fur alle weiteren
Experimente ausgewabhlt.

Um die erfolgreiche Aktivierung des IL-6-Signalwegsden Zellklonen zu bestatigen, wurde
mit den drei Klonen ein weiterer Western Blot duefilhrt. Es wurde die Aktivierung von
ERK nachgewiesen. Ebenso wie STAT3 wird ERK im Rahmnder Aktivierung des IL-6-
Signalweges phosphoryliert. P-ERK kann in zwei Femnaorliegen. Die eine Form ist 44, die
andere 42 kDa schwer. Abbildung 6 zeigt die Dopgredlen fur P-ERK, sowie die Banden fir
Aktin.
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Abbildung 6: Aktivierung von ERK in den Einzelzdibkhen. Western Blot mit HepG2 (fir 10
Minuten mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert) als positiv€ontrolle. Bei den Klonen wurde 20g
Protein eingesetzt bei den stimulierten HepG® 5

Die Klone 1 bis 3 sowie die positive Kontrolle HEpGach Stimulierung mit IL-6 zeigen wie
in Abbildung 6 zu sehen eine deutliche Doppelbditidelas Protein P-ERK. Bei FH-hTERT-
pcDNA3.1 ist die Bande trotz ahnlicher Proteinme(gjehe Aktin-Banden) nur schwach zu
erkennen. In den Klonen ist der Signalweg Uber R-ER Vergleich zur Kontrolle also

deutlich aktiver.

4.4 qRT-PCR fur CyclinD1

Aufgrund der Aktivierung des IL-6-Signalwegs und dechgeschalteten Signalwege kommt
es in der Zelle zur Regulierung zahlreicher Zielgelurch Transkriptionsfaktoren. Zu den
Zielgenen gehort u.a. CyclinD1, das bei Aktivierudes Signalwegs hochreguliert wird. Um
auf der Ebene der Genexpression die funktionellestiutive Aktivierung des Signalweges
und somit die Funktionsfahigkeit des Uberexpringieraktiven L-gp-130 zu prufen, wurde die
Expression von CyclinD1 gemessen. Dies geschalelmginer quantitativereal timePCR.
Abbildung 7 zeigt die relative Expression des GeéesKlone und der Kontrolle HepG2 als
Positivkontrolle in Bezug auf FH-hTERT-pcDNA3.1 (=Es handelt sich hierbei um eine

orientierende Einzelbestimmung.
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Abbildung 7: Relative Genexpression von CyclinDHden Klonen und HepG2 im Vergleich
zu FH-hTERT-pcDNA3.1 (=1).

Im Vergleich zu FH-hTERT-pcDNA3.1 kommt es bei ddonen zu einer 1,61-fach (Klon 3)
bis 1,82-fach (Klon 1) héheren Expression von Gy@li.

4.5 Proliferation und Serumabhangigkeit

Mittels einer taglichen kolorimetrischen Bestimmuabender Zellen wurde die Proliferation

der Zellen untersucht (Abbildung 8). Ebenso wurdes &Vachstum in Abhangigkeit von

Serum Uberprift.
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Abbildung 8: Proliferation der Klone und der Korlleoin normalem Medium. Als Kontrolle
diente hier FH-hTERT.

Abbildung 8 zeigt die Proliferation der Klone im Mgéeich zur Kontrolle FH-hTERT. An Tag
4 scheint zwischen den Klonen und der Kontrollenkeelevanter Unterschied der
Proliferation zu bestehen. Es ist kein signifikant@terschied zu berechnen. An Tag 5 zeigt
sich lediglich fur Klon 1 ein im Vergleich zur Kaotle und den anderen Klonen erhdhtes

Wachstum.

Abbildung 9 zeigt die Serumabhangigkeit der Klored wer Kontrolle. Dazu wurde 24
Stunden nach Aussaat das Medium gewechselt und%mibzw. 0% serumhaltigem Medium
ersetzt und das Zellwachstum ebenfalls kolorimatridbestimmt. Dargestellt ist die

Serumabhéngigkeit an Tag 4.
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Abbildung 9: Serumabhangigkeit der Klone und derntialle FH-hTERT-pcDNAS3.1.
Wachstum in % bei 0% Serum im Vergleich zum Waahshei 2% Serum an Tag 4 nach
Aussaat (Wachstum bei 2% Serum = 1008%.0,001 (***)

Es zeigt sich bei allen Zellklonen eine signifikamerminderung des Wachstunps<0,001),
wenn dem Medium kein Serum zugesetzt wurde. Allékldme sind demnach weiterhin

abhangig von der Zugabe von Serum zum Zellkuturomedi

4.6 Zellzyklusanalyse zur Bestimmung der Kontaktinkbition

Bei FH-hTERT kommt es bei 100%-iger Konfluenz vetett durch Zell-Zell-Kontakte zu
einem Wachstumsstopp. (Weg al. 2003b) Anders ist es bei entarteten Zellen. Die
sogenannte Kontaktinhibition kann bei diesen vedaihoder ganz aufgehoben sein. Um die
Klone auf Kontaktinhibition zu untersuchen, wurdee dDNA der Zellen in der
Wachstumsphase bei 40 — 60%-iger Konfluenz und b&nzwei Tage nach 100%-iger
Konfluenz mit Propidiumjodid angefarbt. So konntesehlieRend der Anteil der Zellen, die
sich in der replikativen S-Phase befinden, vergliciverden (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Kontaktinhibition der einzelnen Klarngellzyklusphasen (in %) der einzelnen
Klone und FH-hTERT-pcDNA3.1 bei einer Konfluenz vé@ — 60% bzw. Uber 100%. Die
dargestellten Signifikanzen beziehen sich auf diekzw. Abnahme der S-Phase-Zellfraktion
der superkonfluenten Zellen im Vergleich zu denletelin der log-Phase (dunkelgrau).
p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) und nicht signifika (n.s.).

Bei den Kontrollen kommt es bei tber 100% Konflugnzeiner Reduktion der Zellzahl, die
in S-Phase vorliegen. So ging die Zellzahl der siather S-Phase befindenden Zellen bei tber
100% Konfluenz im Vergleich zur S-Phase-Zellfraktia der log-Phase auf 33% zurlck. Bei
den Klonen 1 und 2 war nur eine Reduktion auf 72% 81% zu beobachten. Bei Klon 3
hingegen befanden sich bei 100% Konfluenz mehredelh der S-Phase als bei 40 — 60%
Konfluenz (Anstieg auf 150%). Dabei war die Abnahdez Zellfraktion, die sich in der S-
Phase befindet, nur bei den Kontroll-Zellen sidwifit. Die Abnahme der S-Phase-
Zellfraktion bei Klon 1 und 2 war statistisch nichgnifikant. Klon 3 zeigte schliel3lich eine
statistisch signifikante Zunahme der S-Phase-2édlion. Die Kontaktinhibition war somit in

diesem Klon vollstandig aufgehoben.

4.7 Colony Assay

Die Fahigkeit von Zellen auf Softagar verankerumgdanéngig zu wachsen und Kolonien zu

bilden ist ein etabliertein vitro Marker fr Malignitat. DetColony Assayvurde direkt nach
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Selektion der transfizierten Zellen durchgefuhriie Einzelzellklone, einschlie3lich der
Kontrolle, wurden dann nach 6 (Passage 8), nacliPi8sage 21) und nach 32 Wochen
(Passage 65) auf verankerungsunabhéngiges Wachigiarprift. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Kolonienanzahl mit Standardabweichungsb@0, 10.000 und 20.000 ausgesaten
Zellen auf 60 mm-Zellkulturschalen nach 4 Wochemrdgestellt ist die Auswertung des
Colony Assaysder Klone nach 6- 10- und 32-wo6chiger Kultivierung

Anzahl der Kolonien

Ausgesite Zellen 5000 10000 20000
FH-hTERT-pcDNA3.1 0 0 0
P h 30
© ~—~| FH-hTERT-L-gp1
=X S Klon 1 0 0 0
7)) z
7] [&]
© O
o = FH-hTERT-L-gp130 0 0 0
D © Klon 2
N
FH-hTERT-L-gp130
Klon 3 0 0 0
FH-hTERT-pcDNA3.1 0 0 0
—
N
T FH-hTERT-L-gp130
g S Klon 1 0 0 0
2 2
o o FH-hTERT-L-gp130 0 0 0
T 2 Klon 2
N
FH-hTERT-L-gp130
Klon 3 0 0 0
FH-hTERT-pcDNA3.1 0 2+11 0
Lo
e €| FH-ATERT-Lgp130
o 2| ® 16 + 4,2 45+6,5 118 +18
S © onl
g 2
FH-hTERT-L-gp130
Sy elee 28 +8,7 67+8 143192
N
FH-hTERT-L-gp130
Klona P 27+6 63 + 6,6 137+105
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Direkt nach Selektion konnten keine Kolonien imt&gér beobachtet werden. Auch nach 6-
und 10-wochiger Kultivierung waren die Einzelzetké nicht in  der Lage
verankerungsunabhangig zu wachsen. Nach 32 Wodtath), entsprechend 65 Passagen
nach Transduktion, hatten alle Klone ein verankgsunabhangiges Wachstum entwickelt.
Bei allen Klonen kam es dabei proportional zur aséten Zellzahl zur Bildung von
zahlreichen Kolonien im Softagar. Bei der KontroHel-hnTERT-pcDNA3.1 konnten zwei
Kolonien nur bei 10.000 ausgesaten Zellen beobtalaelen.

4.8 Detektion von oxidativem Stress

Im Rahmen einer chronischen Leberentziindung emtst&0S. Diese kdnnen schliellich
genetische Veranderungen auslosen und eine Tramsion beglnstigen. Um zu
untersuchen wie die Klone auf oxidativen Stresgiegan, wurden zunachst die ROS-Spiegel
nach 90-minutiger Behandlung mit® und BSO bzw. ohne Behandlung quantitativ in der
Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 11).

FITC-A mean
N
(o)
o
o

FH-hTERT-pcDNA3.1  FH-hTERT-L-gp130 FH-hTERT-L-gp130 FH-hTERT-L-gp130
Klon 1 Klon 2 Klon 3

Abbildung 11: Detektion der ROS-Spiegel bei denrt€lo und FH-hTERT-pcDNAS3.1, ohne

bzw. nach Induktion von oxidativem Stress. Fir widehandelten Klone und unbehandelte
Kontrolle (gestrichelte Balken) sowie fur die betalen Klone und die unbehandelte
Kontrolle sind die Mittelwerte mit Standardabweiolgudargestellt.
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Fur die unbehandelten Zellen wurden etwa gleichedgb an oxidativen Stress gemessen.
Nach der Behandlung zeigten alle Zellklone einetladdne Zunahme an detektierbaren ROS.
Bei der Kontrolle stieg die Zahl der detektierbaR@S nach Behandlung im Mittel auf das
1,81-fache (gestrichelte Linie), bei Klon 1 undu& das 3,04- bzw. 3,67-fache, bei Klon 3 auf
das 1,91-fache. Dementsprechend fanden sich bei Klaund 2 im Vergleich mit der
Kontrolle bei gleicher Behandlung signifikarg € 0,01) mehr ROS. Bei Klon 3 waren im
Vergleich zu der Kontrolle nicht signifikant meh©OR nach Behandlung detektierbar.

4.9 qRT-PCR fur p21

p21 ist ein Molekul, das im Zellzyklus eine wiclgigolle spielt, indem es Cyclin-abhangige
Kinasen hemmt und dadurch einen Zellzyklusarredtizieren kann. In einer quantitativen
real timePCRwurde die Expression von p21 bei den Klonen mit ahde Behandlung im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen (g&nessen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression von p21 der Klone und \wif-hTERT-pcDNA3.1. Dargestellt
sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichutgy unbehandelten Kontrolle und der
Klone (weil3er Balken), der Kontrolle und der Klonach Induktion von oxidativem Stress
(dunkelgrauer Balken) im Vergleich zu unbehandeféRhTERT-pcDNA3.1 (=1) und die
relative Zunahme der Expression von p21 nach Indakton oxidativem Stress (hellgrauer
Balken).
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Im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle wirdLp@ den unbehandelten Klonen nur zu
16 — 21% exprimiert. Damit zeigen die Klone unbelei eine signifikant geringere
Expression von p21p(< 0,01). Nach Induktion von oxidativem Stress kdmes bei den
Klonen zu einer deutlich geringeren Expression l&s der behandelten Kontrolle. Der
relative Anstieg der Expression nach Behandlungewsbch bei den Klonen und FH-hTERT
pcDNA3.1 ahnlich (kein signifikanter Unterschigad 0,05).

4.10 PCR-Array

Der Human oxidative stress and antioxidant defeRSE Profiler™ PCR Array wurde

durchgefuihrt um Unterschiede in der Expression @enen, die an der Abwehr von
oxidativem Stress beteiligt sind, zwischen den Klorund der Kontrolle zu ermitteln. Zu
sehen sind in den Abbildungen 13 A-K die Gene, midfgpression mit dem verwendeten
PCR Array untersucht wurden. Dargestellt ist dieatree Expression in den Klonen im
Vergleich zur Kontrolle FH-hTERT-pcDNA3.1 (=1) (wgr@chte schwarze Linie). Die
Abbildungen 13 A-D sind Untergruppen der Antioxitdan, die Abbildungen E-K sind
Untergruppen von Genen, die in den ROS-Stoffwecims@llviert sind. Eine Liste der Gene

befindet sich im Anhang.
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Abbildung 13 A: PCR-Array, Gluthathion-  Abbildung 13 B: PCR-Array, Peroxiredox-
Peroxidasen. Logarithmische Darstellung ine. Logarithmische Darstellung der
der relativen Genexpression in den Klonen relativen Genexpression in den Klonen im
im Vergleich zu FH-hTERT-pcDNA3.1 Vergleich zu FH-hTERT-pcDNA3.1 (=1).
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CAT
CSDE1
CYGB
DUOX1
EPX
GPR156
MGST3
PTGS1
PTGS2
PXDN
TPO
TTN

Abbildung 13 C: PCR-Array, andere Peroxidasen. kitlgaische Darstellung der relativen
Genexpression in den Klonen im Vergleich zu FH-hTHRDNAS.1 (=1).

44



B FH-hTERT-L-gp130 Klon 1
B  FH-hTERT-L-gp130 Klon 2
O FH-hTERT-L-gp130 Klon 3

10

01

relative Expression

ALB
APOE
GSR
SELS
SOD1
SOD3
SRXN1
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TXNRD2

Abbildung 13 D: PCR-Array, andere Antioxidantien. Logarithmische rédalung der
relativen Genexpression in den Klonen im Vergleah-H-hTERT-pcDNA3.1 (=1).
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Abbildung 13 E: PCR-Array, Superoxid-  Abbildung 13 F: PCR-Array, andere Gene
Dismutasen. Logarithmische Darstellung involviert in ROS. Logarithmische
der relativen Genexpression in den Klonen Darstellung der relativen Genexpression in
im Vergleich zu FH-hTERT-pcDNA3.1 den Klonen im Vergleich zu FH-hTERT-
(=1). pcDNA3.1 (=1).
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Abbildung 13 G: PCR-Array, in den Superoxid-Stoféheel involvierte Gene.
Logarithmische Darstellung der relativen Genexpoess den Klonen im Vergleich zu FH-
hTERT-pcDNA3.1 (=1).
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Abbildung 13 H: PCR-Array, auf oxidativen Stresspensive Gene, Teil 1. Logarithmische
Darstellung der relativen Genexpression in den &torim Vergleich zu FH-hTERT-
pcDNA3.1 (=1).
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Abbildung 13 I: PCR-Array, auf oxidativen Stresspensive Gene, Teil 2. Logarithmische
Darstellung der relativen Genexpression in den #&tonm Vergleich zu FH-hTERT-
pcDNA3.1 (=1).
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Abbildung 13 J: PCR-Array, auf oxidativen Stresspansive Gene, Teil 3. Logarithmische
Darstellung der relativen Genexpression in den &torim Vergleich zu FH-hTERT-
pcDNA3.1 (=1).
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Abbildung 13 K: PCR-Array, auf oxidativen Stresspensive Gene, Teil 4. Logarithmische
Darstellung der relativen Genexpression in den &torim Vergleich zu FH-hTERT-
pcDNA3.1 (=1).

Fur die meisten Gene zeigen sich kohéarente Ergefinh. die Gene wurden bei allen
Klonen im Vergleich zu FH-hTERT-pcDNA3.1 entwedeermehrt oder vermindert
exprimiert. Einige Gene wurden erst sehr spat dmiglit (Ct-Wert tber 35), sodass bei
diesen Genen von ungenauen Werten ausgegangemwetss und diese deshalb nicht mit
in die Abbildungen aufgenommen wurden. Dazu gehditdgende Gene: DGKK, DUOX2,
EPHX, GPX 5, GPX5, GPX 7, KRT1, LPO, MBL2, MPO, MARMT3, NOX5, PRG3,
PXDNL, SFTPD. Gene mit deutlich veranderter Expmessn den Klonen werden in der
Diskussion genauer besprochen. Dazu wurdecdeoff Ct-Wert auf 32 gelegt und alle Gene
ausgewahlt, die mindestens eine doppelt bzw. halstarke Genexpression zeigten wie die
Kontrolle. Dazu gehdren die folgenden Gene: APOEBSE, CYGB, DHCR24, GPXS3,
MTL5, SEPP1 und SOD3.
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5. Diskussion

Die molekulare Karzinogenese des HCC ist noch nichallen Einzelheiten verstanden.
Haufig kommt es jedoch friih zu einer Aktivierung delomerase (Shay und Bacchetti 1997),
auch wenn dies allein fur die maligne Entartunghniausreicht. (Harley 2002) Die
unbegrente Proliferation ist eine notwendige, jédoccht hinreichende Vorraussetzung fur
die Entwicklung von malignen Leberzellen. Andererdrelerungen muissen hinzukommen.
Dies sind u. a. Veranderungen in wichtigen Signgkveder Zelle oder Mutationen von
Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen, die auf diegealwege zurickwirken. Dazu
gehort z.B. der Wnt/R-Catenin-Signalweg (Whittakéeral. 2010), fir den kurzlich gezeigt
werden konnte, dass eine Aktivierung die Transfoionavon immortalisierten Hepatozyten
beginstigt (Wegeet al. 2011). Telomerse-immortalisierte Hepatozyten estelleshalb ein
ideales Zellkulturmodell dar, um weitere funtioneklevante Schritte der humanen

Hepatokarzinogenese zu untersuchen.

5.1 Die Aktivierung des IL-6-Signalwegs

Es wird angenommen, dass der IL-6-Signalweg inHkgpatokarzinognenese eine wichtige
Rolle spielt. So verhindert die Blockierung von @Ldie Tumorenstehung in einem Modell
mit NASH (hon-alcoholic steatohepatidisnduzierter Hepatokarzinogenese (Patlal. 2010).
Die meisten Zielgene von IL-6 sind an der Reguhegrdes Zellzyklus und der Apoptose und
damit in dem Modell auch an der Karzinogenese ligitdHauraet al. 2005 und Yuet al.
2009). IL-6 unterstutzt das Wachstum und UberletienLeberzellen bei der Regeneration,
aber auch in der Karzinogenese (Galun und Rose-J@h3).

In dieser Arbeit wurde Uberpruft, wie sich die kimgive Aktivierung des IL-6-Singalwegs
auf die Proliferation und Transformation von Teloase-immortalisierten Hepatozyten (den
oben beschriebenen FH-hTERT-Zellen) auswirkt. Dadolgte zunachst die Transfektion
von FH-hTERT-Zellen mit dem Expressionplasmid L-8pbzw. mit dem Kontrollplasmid
pcDNA3.1. Der intrazellulare Signalweg wird im Zellturmodell so durch ein konstitutiv
aktives gp130-Protein aktiviert. Rebouisslal. detektierten bei Leberzelladenomen in etwa
60% der Falle so genanntgain-of-function Mutationen in gp130.Gain-of-function
Mutationen sind Mutationen, die zu einer neuen oderstarkten Aktivierung des

Genproduktes fiihren. Dies ging einher mit einer MMtung von STAT3 und einer
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verstarkten Entziindung (Rebouissetual. 2009). Auch hier kommt es demnach zu einer
konstitutiven Aktivierung des Signalwegs, der jedoacht zu einer malignen Entartung fuhrt,
wohl aber zu einem verdnderten Zellwachstum im Aderbeitragt. Ebenso wie fur das
Leberadenom beschrieben, konnte in der vorliegerdbeit durch ein verdndertes gp130-
Protein eine erhdhte Aktivierung von STAT3 hervaougen werden. Wirde auch eine
verstarkte Entzindung ausgeldst, so konnte diedeweau einem (wie im Adenom)
veranderten Wachstum der Zellen beitragen.

Um nach erfolgreicher Transduktion und Selektiom Bxpression des Konstruktes L-gp-130
und seine Funktionsfahigkeit in der Zelle zu Gbéfpm, wurde mit Hilfe eines Western Blots
die Phosphorylierung von STAT3 und ERK 1/2 und dadie Aktivierung des IL-6-
Signalwegs nachgewiesen. Im Vergleich zu den Kdm&lten zeigten die Klone eine erhohte
Phosphorylierung von STAT3 und ERK 1/2. Diese Wsuehungen auf Proteinebene
bestétigen, dass es durch Expression des konstikiiven IL-6-Rezeptors L-gp130 zu einer
Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege konwmh des Weiteren zu bestatigen das
auch die Zielgene vermehrt transkibiert werden,dgueine orientierende quantitatif’e -
PCR von CyclinD1 durchgefiihrt. CyclinD1 verkirzeds1-Phase und treibt den Zellzyklus
voran (Jianget al. 1993). Eine erhdhte Expression von CyclinD1 wusdeon in zahlreichen
Tumoren gefunden, so z. B. dem Ovarial-Karzinomai (& al. 2012). Die Hochregulation
von CyclinD1 sowie anderer wesentlicher Gene fitignas Wachstum wie Bcl-2B(cell
lymphoma 2, Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra largeund VEGF Wascular endothelial
growth facto) bei vermehrt aktiviertem STAT3 zeigten Jiaegal. 2011 als Folge einer
Aktivierung von IL-22 (Interleukin 22) sowie IL-Gliganget al. 2011). Auch hier konnte in
unserem Modellsystem flr die mit L-gp130 transfide Zellen eine erh6hte Expression von
CyclinD1 gemessen werden. Die FH-hTERT-L-gp130-Klok6nnen dementsprechend
genutzt werden, um die Rolle eines aberrant akteme IL-6-Signalwegs fir das
Wachstumsverhalten und die Transformation Teloneerasnortalisierter humaner

Leberzellen zu tberprifen.

5.2 Charakterisierung der Klone

IL-6 spielt eine wesentliche Rolle fir das Wachstuon Leberzellen. So zeigten IL-6-
knockoutMause eine geschadigte Leberregeneration. In depatdzyten wurden eine

geringere Aktivierung von STAT3 und eine verminddeixpression von CyclinD1 detektiert.
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Wurden solche Mause mit IL-6 behandelt, erhohta die Aktivierung von STAT3 und die
Genexpression von CyclinD1. Infolgedessen kam exlevi zu einer anndhrend normalen
Regeneration durch Proliferation (Cressmatral. 1996). Im folgenden Teil dieser Arbeit
wurde nun das Wachstumsverhalten der Klone untetsuie Hypothese ist, dass der
aktivierte IL-6-Singalweg eine erhodhte Proliferatoate induziert. Im Mausmodell fihrt die
Koexpression von hohen Spiegeln an IL-6 und seifigichen Rezeptor zur Bildung von
Adenomen und Hyperplasie. Aul3erdem ist eine IL-&hAdrung fir die proliferative
Regeneration nach Leberteilresektion unverzichtfddaione et al. 1998). Eine erhéhte
Proliferationsrate war auch fir mesenchymale Stagfierz beobachtet worden (Laat al.
2010). Massives Wachstum in der Leber fanden ausimérset al nach Gabe von IL-6
(Zimmerset al. 2003). Man nimmt an, dass IL-6 und STAT3 dabeiFl@ktion haben, die
Zellen fur Wachstumsfaktoren empfanglicher zu macffeukadaet al. 1996). Unsere FH-
hTERT-L-gp130-Klone zeigten entgegen diesen erstemvartungen keine erhohte
Proliferationsrate im Vergleich zu der Kontrollagll FH-hTERT-pcDNA3.1. Santest al.
zeigten fur verschiedene Prostata-Karzinom-Ze#hniunterschiedliche Effekte des IL-6-
Signalwegs auf die Proliferation (Sanedral. 2010). Es gibt fur IL-6 zwei unterschiedliche
Signaltransduktionswege. Zum einen Uber den |ésticRezeptor, zum anderen Uber einen
membranstandigen Rezeptor. Das Konstrukt L-gpl8@esn membranstandigen Rezeptor
nachempfunden. Es kénnte in der Leberzelle von Bedg sein, ob das IL-6-Signal tber den
I6slichen Rezeptor und das so genaniitans-signaling vermittelt oder durch den
membranstandigen IL-6-Rezeptor weitergegeben viRas€-John 2012). Interessant ware es,
den Effekt von Hyper-IL-6 im Medium auf die Proli&ion von FH-hTERT-Zellen zu
untersuchen. Maoglicherweise kommt es hier zu eimerstarkten Proliferation. Die
Proliferationsanalyse wurde mit Zellkulturmediumrchgefihrt, dass 10% Serum enthalt.
Der fehlende Unterschied in der Proliferation, kignrauch daran liegen, dass die
Kontrollzellen mit ausreichend Wachstumsfaktorenseggt waren und so der Unterschied
nicht deutlich wurde. Moglich wére auch, dass dendtitutive Aktivierung des IL-6-
Signalwegs zwar zu den vermuteten Veranderungem, fédoch zu schwach ausgepragt ist,
als dass ein Effekt im Proliferations-Assay messtiare, zumal die Zellen in Kultur bereits
maximal proliferierten.

Neben Proliferation wurde auch das Wachstum in Ablgkeit von Serum untersucht. Es
zeigte sich, dass die Klone, wie die Kontrollzellabhangig von Serum wachsen. Wurde dem
Medium das Serum entzogen, so kam es auch bei demeik zu einem verminderten

Wachstum. Die Klone blieben also abhéangig von Wachsfaktoren, anders als etwa von
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Stuhlmann-Laeiszet al. und Suthauset al. in anderen Zellkulturmodellen beobachtet
(Stuhlmann-Laeiset al. 2006, Suthaust al. 2010).

Die Kontaktinhibition der Klone war im Vergleich zKontrolle verandert. Die Klone zeigten
bei Konfluenz keine signifikant verminderte S-Phasd damit keine Verringerung der DNA-
Replikation. So kam es bei den Klonen zu einer werten (Klon 1 und Klon 2) bzw.
aufgehobenen (Klon 3) Inhibition des Wachstums hiufell-Zellkontakte. Normalerweise
fuhrt die Konfluenz von nicht-malignen Zellen zinei verminderten Zellteilung; die Zell-
Zellkontakte vermitteln einen Wachstumsstopp. Di&smtaktinhibition ist ein wichtiges
Kriterium gesunder Zellen in funktionstichtigen [Zetbanden. Die Aufhebung der
Kontaktinhibition hingegen ist ein Hinweis fur ngries Wachstum (Pollack 1968, Fisher und
Yeh 1967). Fur IL-6 waren bisher keine Daten hintdich einer mdglichen Kontaktinhibition

in der Literaturrecherche ausfindig zu machen.

Der Colony Assayist ein in vitro Marker fur malignes Wachstum (Clag¢ al. 1995).
Gutartige Zellen, wie FH-hTERT-Zellen, haben nidie Fahigkeit verankerungsunabhangig
zu wachsen (Hakeret al. 2007). Maligne Zellen hingegen zeichnen sich durch
verankerungsunabhangiges Zellwachstum aus undnbiddonien im Softagar. Mit dem
verankerungsunabhangigen Wachstum ist eine wich@aussetzung fur die Invasion der
Zellen in gesundes Gewebe und zur Metastasierusghgéen, ein wichtiges Kriterium
maligner Zellen (Hanahan und Weinberg 2000) Es tebareits beispielhaft fir das Ovarial-
Karzinom (Wanget al 2012) sowie fur das kolorektale Karzinom gezeigtden (Foraret al.
2010), dass verankerungsunabhangiges Wachstum duécktimuliert werden kann. Da FH-
hTERT-L-gp130-Zellen im Gegensatz zu FH-hTERT-pcCBNIAZellen Kolonien entwickeln,
kann auch bei immortalisierten Hepatozyten davorsgegangen werden, dass eine
konstitutive Aktivierung von IL-6 die Entartung hiagstigt. Allerdings entwickeln die Klone
erst nach einer Passagezahl von 65 im SoftagamirloEs liegt damit die Vermutung nahe,
dass die Telomerase- und IL-6-Aktivierung nichemlé ausreichen, um die Zellen maligne
entarten zu lassen, sondern die Zelle Uber die &eitere Schaden akquirieren muss.
Vermutlich fuhrt die IL-6-Aktivierung jedoch dazdass die Apoptose in geschadigten Zellen
bei Auftreten genetischer Schaden vermieden wird sith so genetische Alterationen
anhaufen konnen. Die Aktivierung des IL-6-Signalwegjlein fiihrt demnach nicht zur

Ausbildung eines malignen Phanotyps.
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3. Oxidativer Stress

In FH-hTERT-L-gp130-Klonen ist also etwas passiddss ihre Kontaktinhibition aufhebt
und dazu fuhrt, dass sie im Softagar nach zush&ii®assagen in Zellkultur Kolonien bilden.
Im Rahmen einer chronischen Entziindung der Lebemnkioes zu einer Aktivierung von
Signalwegen, wie dem STAT3- und MB-Signalweg. Signalwegen also, die mit der
Entstehung von malignen Erkrankungen in Zusammenpabracht werden (Faat al. 2013).
Die Aktivierung dieser Signalwege fihrt zu einemn@®xischen Milieu, in dem ROS
aufftreten und in dem DNA-Schaden akkumulieren l@mnDiese kdnnen dann zu einer
malignen Entartung fihren. Den im Rahmen dieseeitieobachteten Ergebnissen zufolge,
fuhrt die Aktivierung des IL-6-Singalwegs moglicherise dazu, dass bei oxidativem Stress,
FH-hTERT-L-gp130 weiter proliferierenn (die Kontadttibition ist aufgehoben) und das
Zelliberleben an erstern Stelle steht, wahrendndegritat der Zellen zweitrangig wird (nach
65 Passagen bilden die Zellen im Softagar Kolonien)

Mit Hilfe von Carboxy-HDCFDA wurde die Menge an ROS in den Klonen und der
Kontrolle detektiert. Dabei zeigte sich ohne Behang ein &hnlicher ROS-Spiegel. Wurde in
den Zellen jedoch oxidativer Stress induziert, farath bei den Klonen (Klone 1 und 2) ein im
Vergleich zur Kontrolle etwa dreifach erhohter RS@egel. Die Klone scheinen also im
Rahmen der konstitutiven Aktivierung des IL-6-Sigvegs eine verminderte Abwehr von
oxidativem Stress zu haben. Somit scheint es waénslich, dass IL-6 dazu fuhrt, dass
oxidativer Stress schlechter abgebaut wird. Dasm e®r Zelle infolgedessen vermehrt zu
DNA-Schaden kommt, die nicht mehr ausreichend repgawerden. Und, dass die
Aktivierung des IL-6-Singalwegs das entscheidendgn& fir die Zelle weiter zu
proliferieren und zu Uberleben ist, statt zunadrdistandene DNA-Schaden zu reparieren

oder in die Apoptose zu gehen.

Lokale Faktoren spielen in der Hepatokarzinogerase wichtige Rolle (Yangt al. 2011).

So tragt auch oxidativer Stress durch kontinuiedicProduktion von ROS, die durch
Umgebungsfaktoren oder mitochondriale Schadigungtemen, zur Karzinogenese bei. Dies
geschieht zum einen durch die Aktivierung und Tkapson von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen (Marraet al. 2011) und zum anderen (und vor allem) durch douktion von

DNA-Schaden (Calviset al. 2005 und Tanakat al. 2008). Die Zelle hat Mechanismen zur
Abwehr von oxidativem Stress entwickelt. Dies siKdtalasen, Superoxiddismutasen,

Gluthathion-Perioxidasen und andere Enzyme. Kordiese Enzyme die anfallenden ROS
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nicht abfangen, entsteht oxidativer Stress in deiteZ Dazu kommt es vor allem unter
pathologischen Konditionen, wie z.B. bei chronisthefektionen und Leberzirrhose. Mit
Hilfe eines PCR-Array haben wir verschiedene Gemean der oxidativen Abwehr beteiligt
sind, Uberprift. Obwohl ohne Behandlung kein Umilielesd in den ROS-Spiegeln
festzustellen war, war die Expression verschied&wne in den Klonen im Vergleich zur
Kontrolle verandert. Eine deutlich geringere Expres wurde fur SOD3, DHCR24 und
SEPP1 beobachtet. Superoxiddismutasen schitzemerortoxischen Effekten von ROS,
indem diese abgebaut werden. DHCR24 schitzt dierZehdem die Caspase 3-Aktivitat
wahrend der Apoptose reduziert wird. SEPP1 wertenfalls Funktionen zugeschrieben, die
vor oxidativem Stress schitzen. Somit sind in alletersuchten Klonen drei ausgewahlite
Gene deutlich herabreguliert, die an der Abwehr exidativem Stress beteiligt sind. Dies ist
ein Hinweis, dass durch die Aktivierung des IL-@x&ilwegs die Abwehr von oxidativem
Stress in den Klonen beeintrachtigt wird und egs@rhéhten ROS-Spiegel nach Induktion

von oxidativem Stress kommt.

Zellzyklus, Reparaturvorgange und Apoptose sind mgdaltig und komplex durch
Wachstumsfaktoren, Protoonkogene und Tumorsuppgsse gesteuert. Zu diesen gehort
p53, das u. a. als Tranksriptionsfaktor die Expogsson p21 induzieren kann. p21 inhibiert
Cyklin-abhéngige Kinasen und kann so einen Zellzg&irest bewirken, um der Zelle z. B.
Zeit fur DNA-Reparatur zu geben (Gartel und Radisakran 2005). Dieser Signalweg wird
vor allem durch ROS und DNA-Schaden aktiviert (@&t@009). Wir fanden nach IL-6-
Aktivierung in FH-hTERT eine deutlich vermindertggession von p21 auf mRNA-Ebene
im Vergleich zur Kontrolle. Zwar kommt es nach lktdan von oxidativem Stress in den
Klonen zu einer erhéhten Menge an ROS, jedoch img¢eh zur Kontrolle nicht zu einer
relativ erhéhten Expression von p21, wie das dieefirvon Ozturket al. nahe legen wirde.
Die Zellen gehen, trotz hoherer ROS-Spiegel, niehstarkt in den Zellzyklusarrest. Schaden,
die durch ROS ausgeldst werden, kdonnten so akkensaliund dazu beitragen, dass FH-
hTERT-L-gp130-Klone im Softagar Kolonien bilden.eDAktivierung des IL-6-Singalwegs
kénnte demnach dazu fuhren, dass die Schwelle kiiviérung von p21 (und zur Reperatur)
in der Zelle erhéht wird. In malignen Zellen komed zu einer autonomen Zellteilung bei
veranderter Dauer des Zellzyklus und die Apoptosd umgangen. Kirzlich wurde die Rolle
von p21 fur die Hepatokarzinogenese und Leberreggiéor untersucht. Dabei schien die
Funktion von p21 abhangig vom Schweregrad der Isebéidigung zu sein: Bei schwerer

Leberschadigung fihrte die Inhibierung von p21 inaugmodell zu einer gesteigerten
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Proliferation der Hepatozyten, die Mause Uberlebadierdings unter erhéhtem Tumorrisiko.
Eine verminderte Expression von p21 steht haufigiusammenhang mit Mutationen im Gen
von p53 und konnte so zur Hepatokarzinogenesealeitr (Huiet al. 1998). Der Spiegel von
p21 wurde auch im humanen Leberzellkarzinom Ub&rgfin et al. 2001). Moranet al.
zeigten in Abhangigkeit von IL-6 und der Aktiviegiron STAT3 eine vermehrte Expression
von p21, einen Zellzyklusarrest und eine vermin&edliferation in HCC-Zellen (Moraat al.
2005, Moranet al. 2008). Wie dargestellt, finden sich fir die Exgies von p21 in
Leberzellen bzw. Leberkarzinomzellen vielschichtiyegaben in der Literatur. Dies liegt
zum einen daran, dass der Zellzyklus Uberaus kommglguliert wird. Zum anderen lassen
sich FH-hTERT-L-gp130-Klone auch nicht mit Tumoteal vergleichen. Und nicht zuletzt
kann das p21-Protein, dass in einer Karzinom-Zalkéht exprimiert wird (siehe Moraat

al.), das Produkt eines mutierten Gens und funktiotigintig sein.

Die aberrante Aktivierung des IL-6-Signalwegs in-FFERT begunstigt das Uberleben, was
jedoch auf Kosten der Integritat der Zellen gedahiS§o wie die Telomerase im Rahmen der
Leberschadigung und -regeneration aktiviert wirat@tlaet al. 2002, Michalopoulos und
DeFrances 1997, Michalopoulos 2007), ist sie amdeits auch eine notwendige
Vorraussetzung fir die Hepatokazinogenese (WegeBuimhmendorf 2007). Analog kdnnte
die IL-6-Signalweg-Aktivierung in unserem Zellkultnodell ein wichtiges Signal sein, bei
oxidativem Stress alles dem Zelliberleben untednem und so zur Transformation

beitragen.

5.4 Ausblick

Die Bedeutung von IL-6 im Rahmen der Hepatokarzemage gewinnt in den letzen Jahren in
der Forschung immer mehr an Bedeutung. Es gibti&tudlie dem IL-6-Spiegel einen
prognostischen Wert zuschreiben (Boejeal. 2012), die IL-6 als Tumormarker (Poeaal.
2008) und als therapeutisches Ziel sehen (Jangl. 2012). Mithilfe des verwendeten
Zellkulturmodells gelang es, die funktionelle Betlgyy von IL-6 fur die
Hepatokarzinogenese genauer zu untersuchen uncestétigen. Es zeigte sich, dass die
Aktivierung des IL-6-Siganlwegs allein nicht eineamsformation der immortalisierten Zellen
hervorruft, diese jedoch vermutlich Uber die vegitel Abwehr von oxidativem Stress

beginstigt. Weitere Untersuchungen im Zellkulturglbavdren interessant. Zum einen die
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Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrichen unter #ypothese, dass mehr ROS auch
zu mehr Doppelstrangbrtichen fuhrt. Zum anderenieieit die Apoptose in FH-hTERT-L-
gp130-Klonen verandert ist. AnschlieRend kdnnteBlglnstigung der Transformation auch
im Mausmodell Uberprift werden. So kodnnten weit&igenschaften der Zellen im
Organismus untersucht werden, wie Neoangiogenese Invasion in Gewebe. Fur die
Zukunft ist das Ziel, Uber ein genaueres Versténdier Hepatokarzinogenese und der
funktionellen Rolle von IL-6 in der Leberkrebsertaing, Medikamente fiir die Therapie
oder auch Pravention des HCC zu entwickeln. Erskeit® in diese Richtung gibt es bereits.
So wird die Blockierung des IL-6-Siganlwegs alsegmbielle Therapie des HCC gesehen (Liu
und Lin 2011a). Liwet al.fanden, dass HCC-Zelllinien mit héheren IL-6-Sgiegresistenter
gegenuber Doxorubicin waren. Und, dass die Inhilnigrdes IL-6-Signalwegs tber siRNA
(small interfering RNA) gegen STAT3 zu einem besseren Ansprechen Zédlen in
Zellkultur gegeniber Doxorubicin, einem Chemothetdxum fuhrte. Aul3erdem war der
antiapoptotische Effekt von STAT3 gemindert (kiual. 2010).
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6. Zusammenfassung

Das HCC, weltweit das funfthaufigste Malginom,dsis am haufigsten mit einer chronischen
Entzindung assoziierte Malignom. Die Hepatokarzémege verlauft als mehrstufiger
Prozess, wobei die Stabilisierung der Telomere eits notwendiger und friher Schritt
angesehen wird. Die Aktivierung der Telomerase iméanen fetalen Hepatozyten (FH-
hTERT) fuhrt jedochper sezu keinem malignen Phanotyp. Im entzindlichen idgtillder
Leber spielt IL-6 eine wichtige Rolle, weshalb deri-6-Signalweg in der
Hepatokarzinogenese ebenfalls eine gro3e Bedeutwigemessen wird. Um diese
Bedeutung genauer zu untersuchen, wurden FH-hTERIEZmit dem Expressionsplasmid
L-gp130 transfiziert, das fur eine konstitutiv &ktiForm von gp130 kodiert, und der IL-6-
Signalweg so aktiviert. Als Kontrolle diente dasa$thid pcDNA3.1. Die Aktivierung des
Signalwegs wurde durch die vermehrte Phosporylgmon STAT3 und ERK1/2 bestatigt. In
der anschlieBenden Untersuchung der Prolifertiod @erumabhangigkeit fanden sich
entgegen der Erwartung keine Unterschiede zur I&Qbeir Hingegen war die
Kontaktinhibition bei den Zellen mit konstitutiv takem IL-6-Signhalweg aufgehoben und die
Zellen bildeten Kolonien im Softagar, allerdingstamach zahlreichen zusatzlichen Passagen
in Langzeitkultur. Die Aktivierung des IL-6-Signadgs scheint demnach fir die
Transformation nicht hinreichend zu sein, diesegbdzu begtinstigen.

In der entziindlichen Leber kommt es durch hohedgbien ROS zu genetischen Alterationen.
Daher haben wir im nachsten Schritt die antioxigatAbwehr der Klone untersucht. Es
konnte eine geringere Expression verschiedener @Geman der oxidativen Abwehr beteiligt
sind, gemessen werden (SOD3, DHCR24 und SEPP1AKRI@erung des IL-6-Signalwegs
in FH-hTERT fahrt folglich zu einer verminderten vibhr von oxidativem Stress. Nach
Induktion von oxidativen Stress wurden in den Zelieit IL-6-Aktivierung in Bestatigung
der Ergebnisse der PCR auch hohere ROS-Spiegektidete Die Expression von p2l
hingegen war im Vergleich zur Kontrolle nicht vedarnt. Trotz hoherer ROS-Spiegel treten

die Zellen demnach nicht verstarkt in den Zellzgklrest.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dask-@iéKtivierung der Zelle signalisiert,
unter allen Umstanden und auf Kosten der zelluldnéegritat zu tGberleben und weiter zu
proliferieren. Infolgedessen konnten durch oxidativ Stress ausgeloste DNA-
Doppelstrangbriche akkumulieren, die unter diesegy gro-survival® Signal nicht mehr

repariert werden und schlief3lich eine maligne Ti@nsation auslésen.
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7. Abkirzungen

7.1 PCR Array, Gen-Liste

Gluthathion-Peroxidasen:
GPX (Glutathione peroxidagé-7
GSTZ1 Glutathione transferase zeta 1

Peroxiredoxine:
PRDX (Peroxiredoxin 1-6

Andere Peroxidasen:

CAT (Catalase

CSDE (Cold shock domain containing E1, RNA-binding
CYGB (Cytoglobin

DUOX (Dual oxidasg 1-2

EPX (Eosinophil peroxidage

GPR156 G protein-coupled receptor 156

LPO (Lactoperoxidasge

MGST3 Microsomal glutathione S-transferasg 3

MPO (Myeloperoxidaske

PTGS Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglai@&H synthase and
cyclooxygenasg)l-2

PXDN (Peroxidasin homolog (Drosophilg)

PXDNL (Peroxidasin homolog (Drosophila)-like

TPO (Thyroid peroxidase

TTN (Titin)

Andere Anioxidantien:

ALB (Albumin)

APOE Apolipoprotein B
GSR Glutathione reductage
MT3 (Metallothionein 3
SELS Gelenoprotein )5
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SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble

SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellglar

SRXN1 Sulfiredoxin }

TXNDC2 (Thioredoxin domain containing 2 (spermatooa)
TXNRD (Thioredoxin reductagel-2

Superoxid-Dismutasen:
SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble
SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondpial

SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellglar

In den Superoxid-Stoffwechsel involvierte Gene:

ALOX12 (Arachidonate 12-lipoxygenase

CCS Copper chaperone for superoxide dismujase

CYBA (Cytochrome b-245, alpha polypeptjde

DUOX (Dual oxidasg 1-2

GTF2I (General transcription factor l)i

MT3 (Metallothionein 3

NCF (Neutrophil cytosolic factgrl-2

NOS2A (Nitric oxide synthase 2, inducib)le

NOX5 (NADPH oxidase, EF-hand calcium binding domajn 5
PREX1 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-depend@at exchange factor) 1
PRG3 Proteoglycan 3

Andere in ROS involvierte Gene:

AOX1 (Aldehyde oxidase)1l

BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protejin 3
EPHX2 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic

MPV17 MpV17 mitochondrial inner membrane protein

Auf oxidativen Stress responsive Gene:

ANGPTLY7 (Angiopoietin-like ¥

APOE Apolipoprotein B

ATOX1 (ATX1 antioxidant protein 1 homolog (yeast)
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CAT (Catalase

CCL5 (Chemokine (C-C motif) ligand 5

CSDE1 Cold shock domain containing E1, RNA-binding
CYGB (Cytoglobin

DGKK (Diacylglycerol kinase, kappa

DUOX (Dual oxidasg 1-2

DUSP1 pPual specificity phosphatasg 1

EPX (Eosinophil peroxidage

FOXM1 (Forkhead box ML

GLRX2 (Glutaredoxin 2

GPR156 G protein-coupled receptor 156

GPX (Glutathione peroxidagel-7

GSS (Glutathione synthetaye

KRT1 (Keratin 1)

LPO (Lactoperoxidase

MBL2 (Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluple
MPO (Myeloperoxidaske

MSRA (Methionine sulfoxide reductasg A
NUDT1 (Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-tyjoéif 1)
OXR1 (Oxidation resistance)l

OXSR1 Oxidative-stress responsive 1

PDLIM1 (PDZ and LIM domain .

PNKP Polynucleotide kinase 3'-phosphatase
PRDX (Peroxiredoxin 2 ,5-6

PRNP Prion protein

RNF7 Ring finger protein Y

SCARAZ3 (Scavenger receptor class A, membger 3
SELS Gelenoprotein S

SEPP1 $elenoprotein P, plasma) 1

SGK2 Serum/glucocorticoid regulated kinasg 2
SIRT2 @irtuin 2

SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble

SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondpial
SRXN1 Sulfiredoxin }

60



STK25 Serine/threonine kinase P5
TPO (Thyroid peroxidase

TTN (Titin)

TXNRD2 (Thioredoxin reductase)2

7.2 andere Abkirzungen

AFP Alpha-1-Fetoprotein

APS Ammonuimpersulfat

B2M [3-2-Microglobulin

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BCL-XL B-cell lymphoma-extra large

BSA Bovine serum albumine

BSO Buthionine sulfoximine

cDNA komplementare DNA

DEN Diethylnitrosamin

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Serum
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherischia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGF Epidermal growth factor

ERK Extracellular signal-regulated kinase
FACS Fluorescence activated cell sorting

GADPH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

gp130 Glykoprotein 130

Grb2 Growth factor receptor bound proteih

H202 Wasserstoffperoxid

HBSS Hanks balanced salt solution

HCC Hepatozellulares Karzinom

HepG2 Zelllinie eines hepatozellularen Karzinoms
IL-6 Interleukin 6

IL-22 Interleukin 22

JAK Januskinase
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kDA
LB
MALT
MAP
MEK
NacCl
NASH
Ndel
NF-kB
p21
p53
PBS
pCMV
PCR
qRT-PCR
RAF
Ras
RIPA
RNA
ROS
RPL
rpm
SDS
SH2
siRNA
SOS
STAT3
STAT1
Stul
TAE
TBP
TERC
TERT
TF

Kilodalton

Luria Broth

Mucosa associated lymphatic tissue
Mitogen activated protein
Mitogen-activated protein kinase kinase
Natrium Chlorid

Non-alcoholic steatohepatitis

Neisseria dentrificangRestriktionsenzym)
Nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer”
Protein 21

Protein 53

Fetale bovine serum

Cytomegalie Virus Promoter
Polymerase-Kettenreaktion
guantitativereal timePCR

Rapidly accelerated fibrosarcoma

Rat sarcoma

Radio immunoprecipitation assay
Ribonukleinsaure

reaktive Sauerstoffspezies

ribosomales Protein L13a

Rounds per minute

Sodium dodecyl sulfate

Src Homologie Doméne 2

Small interfering RNA

Son of sevenless

Signal transducer and activator of transcripti@n

Signal transducer and activator of transcriptidn

Streptomyces tubercidic(Restriktionsenzym)
Tris-Acetat-EDTA

TATA-Bindungsprotein

Telomerase RNA component

Telomerase reverse transcriptase

Transkriptionfaktoren
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TNF
TNF-a
uv
VEGF
Wnt
WT

Tumornekrosefaktor

Tumornekrosefaktor alpha

Ultraviolett

Vascular endothelial growth factor
zusammengesetzt ag fur Winglessundint-1
Wildtyp
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8. Anhang: Sequenz L-gp130

(Dargestellt ist in der jeweils oberen Reihe dies8aSequenz, in der unteren Reihe die
korrespondierende Aminosauren-Sequenz. Es hanidbltusn eine Ansequenzierung, nicht
um das vollstandige L-gp130. Fett und unterstricti@mestellt ist die FLAG-Sequenz, kursiv
und fett dargestellt ist der Linker und kursiv umdterstrichen ist deieucin-Zipper
dargestellt. Vor der FLAG-Sequenz befindet sich &agalpeptid, im Anschluss an den
Leucin-Zipperdie Transmembrandomane und der intrazellulare(fmht vollstandig).)

TTACGEGECCTCTAGACT CGAGT CTAGACCCCGCAAGATGT TGACGT TGCAGACTTGECTA
M L T L QT WL

GIGCAAGCCTTGTTTATTTTCCT CACCACT GAATCTACAGGT GACTACAAAGAT GACGAT
v Q AL FI F L T TUESTGDY KD D D

GATAAAGAAT TGTGCGGECGGCAGAAT CGCCCGECT GGAGGAAAAAGT GAAAACCTTGAAA
DK ELICGGRI A RLEEIKWVIKTL K

GCTCAGAACT CGGAGCT GECGT CCACGECCAACAT GCTCAGGGAACAGGT GECACAGCT T
AAQ NS EL A STANMLIREIOQVAIOQL

AAACAGAAAGT CATGAACGAATTCACT TTTACTACCCCAAAGT TTGCTCAAGGAGAAATT
K QK VN MEZFTZFTTWPKZFAQGE I

GAAGCCATAGTICGTGCCTGT TTGCTTAGCATTCCTAT TGACAACTCTTCTGEGAGT GCTG
E Al VVPCCLAFTULILTTIULIL GVL

TTCTGCTTTAATAAGCGAGACCTAATTAAAAAACACATCTGECCTAATGT TCCAGATCCT
F CF NKRDULI KKHI WPNWVZPDP

TCAAAGAGT CATATTGCCCAGT GGT CACCTCACACT CCTCCAAGGCACAATTTTAATTCA
S K S HI A QWSWPWHTWPPRMHNFNS

AAAGATCAAATGTATTCAGATGECAATTTCACTGATGTAAGT GT TGT GGAAATAGAAGCA
K bQQM™MY S DGNUZFTDVS VYV EI E A

AATGACAAAAAGCCTTTTCCAGAAGATCTGAAAT TATTGGACCT GT TCAAAAAGGAAAAA
N DKKWPFPEIDULIKULL DL F K K E K

ATTAATACT GAAGGACACAGCAGTGGTATTGEEEEGTCTTCATGCATGTCATCTTCTAGG
Il N T E GH S S GI G GS S CMS S S R

CCAAGCATTTCTAGCAGTGATGAAAATGAATCT TCACAAAACACT TCGAGCACT GT CCAG
P S1 § S S DENESSQNT S STV Q

TATTCTACCGT GGTACACAGT GGCTACAGACACCAAGT TCCGTCAGTCCAAGTCTTCTCA
Y S T VVHSGYRHOQVPSV QV F S
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AGATCCGAGT CTACCCAGCCCT TGT TAGAT TCAGAGGAGCGGECCAGAAGATCTACAATTA
R S E ST QWP L L DSEUERUPEUDTL QL

GTAGATCATGTAGATGECGGT GATGGTATTTTGCCCAGECAACAGTACT TCAAACAGAAC
vV DHYV DGO GDGI L PR Q QY F K QN

TGCAGTCAGCATGAATCCAGTCCAGATATTTCACATTTTGAAAGGT CAAAGCAAGI TTCA
c S QHESSPDI S HZFERSKQV S

TCAGTCAATGAGGAAGAT TTTGT TAGACT TAAACAGCAGATTTCAGATCATATTTCAC
S VNEEDU FVRLKOQQI S DMH I S
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