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1 Einleitung

1.1 Das Hepatozellulare Karzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Primérer Leberkrebs war im Jahr 2020 weltweit mit 905 677 Neuerkrankungen die
sechsthaufigste Krebsart und stellte mit 830 180 Todesfallen die dritthaufigste
Krebstodesursache dar [1]. Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) ist mit 75-90 % der
haufigste maligne primare Tumor der Leber [2-5]. Weltweit stieg die Inzidenz von
primaren Lebertumoren, vor allem des HCC, zwischen 1990 und 2015 um 75 % an,
wobei sich der Anstieg durch eine veranderte Altersstruktur und durch das
Bevolkerungswachstum teilweise erklaren lassen [6]. Es wird geschatzt, dass im Jahr
2040 die weltweite Gesamtinzidenz 1 436 744 Féalle betragen wird [1, 7]. In
Deutschland erkrankten den Angaben des Zentrums fur Krebsregisterdaten des RKI
zufolge 2018 etwa 9500 Menschen neu an Leberkrebs, bei ca. 8000 Sterbefallen [4].
Aufgrund der ungleichen Exposition gegentuber Risikofaktoren, wie Alkoholkonsum
und viralen Hepatitiden, besteht eine eindeutige Geschlechterpradisposition an einem

HCC zu erkranken, wobei Manner dreimal so haufig wie Frauen betroffen sind [1, 7].

Die Leberzirrhose ist als Endstufe aller chronischen Lebererkrankungen zu betrachten
und stellt als Vorlauferlasion den Hauptrisikofaktor fur die Entstehung des HCC dar,
wobei 80-90 % aller HCCs auf der Grundlage einer Zirrhose entstehen [2, 8].
Beispielsweise im Rahmen einer chronischen Hepatitis kommt es durch
Leberzellnekrosen und Entziindung zunehmend zur irreversiblen Schadigung und
Fibrosierung des Lebergewebes [9]. Wie Kohortenstudien zeigen konnten,
unterscheidet sich abhangig von der Atiologie der Leberzirrhose das relative HCC-
Risiko erheblich. So liegt die Wahrscheinlichkeit an einem HCC zu erkranken pro 100
Patientenjahren im Rahmen einer HBV-Infektion bei 3,6 % [10], bzw. 2,2 % [11], bei
einer HCV-Infektion je nach Quelle zwischen 1,23 % bis 3,9 % [10, 12—-14] und bei
einer alkoholbedingten Zirrhose bei 0,6 % [10].

Chronische Infektionen mit Hepatitisviren stellen bereits ohne das Vorliegen einer
Leberzirrhose einen Risikofaktor fir die Entstehung eines HCCs dar [6]. Aufgrund der
endemischen Situation mit erhéhter Pravalenz chronischer Virushepatitiden besteht in
Asien eine deutlich hhere HCC-Inzidenz als in Westeuropa und Nordamerika [1, 7,
15]. Obwohl durch eine leitliniengerechte Therapie mit oralen Virostatika die HCC-
Inzidenz reduziert wird [16], ist das HCC die wichtigste Langzeitkomplikation einer

1



chronischen HBV-Infektion [17]. Da bei konnatal erworbener HBV-Infektion das
karzinogene Risiko besonders erhoht ist, wird von der World Health Organisation
(WHO) als Priméarpraventionsmallnahme eine Impfung gegen Hepatitis B fur alle
Neugeborenen und Gruppen mit besonderer Gefahrdung empfohlen [18]. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass fir HCV-Patienten unter einer DAA-Therapie (direct
acting antivirals), bei welchen ein anhaltendes virologisches Ansprechen (SVR-
sustained virological response) Uber mindestens 12 Wochen erreicht werden konnte,
das HCC-Risiko reduziert wurde [19]. Zusatzliche Risikofaktoren fir das Entstehen
eines HCC bei HCV-Infektion umfassen ein hohes Alter, mannliches Geschlecht, eine

lange Infektionszeit und Ko-infektionen mit HIV oder HBV [20].

Infolge eines hohen Alkoholkonsums Uber einen langeren Zeitraum, definiert als eine
tagliche Dosis von 40-60 g Alkohol pro Tag, kann es zu einer alkoholischen
Steatohepatitis (ASH) kommen, welche einen Risikofaktor fur das HCC darstellt [21].

Bislang sind in Deutschland die haufigsten Risikofaktoren fur die Entstehung eines
HCCs eine chronische HCV-Infektion oder das Vorliegen einer ASH. Aufgrund der
steigenden Pravalenz von Adipositas im Rahmen eines metabolischen Syndroms ist
die nicht-alkoholbedingte Fettlebererkrankung (NAFLD) in den westlichen
Industriestaaten die haufigste chronische Lebererkrankung und stellt damit einen an
Relevanz zunehmenden Risikofaktor fur die HCC-Entstehung dar [22, 23]. Unter dem
Begriff NAFLD versteht man das Erkrankungsspektrum von isolierter Steatosis hepatis
ohne Entzindung, bis hin zur nicht-alkoholbedingten Steatohepatitis (NASH) mit
Entzindung und Hepatozytennekrosen/ Ballonierung, welche zu einer Fibrose oder
Zirrhose fuhren kann [24]. NASH-Patienten konnen auch in Abwesenheit einer
Leberzirrhose ein HCC entwickeln [25-27]. Eine Diabetes mellitus-Erkrankung geht
mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung eines HCC einher und das HCC-Risiko

ist bei Kopathogenese von Diabetes mellitus mit Adipositas weiter erhoht [28, 29].

Weitere seltenere Ursachen fir die Entstehung eines HCCs sind eine (hereditare)
Hamochromatose, ein alpha-1-Antitrypsin-Mangel, autoimmune Hepatitiden,
cholestatische Lebererkrankungen (Priméar Sklerosierende Cholangitis (PSC)), Primér
Biliare Cholangitis (PBC) und Morbus Wilson. Die Exposition gegentber Aflatoxinen,
einem vom Pilz Aspergillus flavus gebildeten Karzinogen, gilt ebenso als seltener
Risikofaktor fur die Entstehung eines HCCs. [15]



1.1.2 Kilinik und Diagnostik

Da sich das klinische Erscheinungsbild bei erhaltener Leberfunktion zunachst sehr
unspezifisch darstellen kann, wird das HCC haufig erst in einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium diagnostiziert. Unspezifische Symptome, welche gehauft im
Rahmen einer zugrundeliegenden Leberzirrhose auftreten sind Leistungsabfall,
Gewichtsverlust, und Inappetenz. Erst im fortgeschrittenen Stadium ist ein Tumor im
rechten Oberbauch tastbar, welcher mit Oberbauchbeschwerden einhergehen kann.
Sofern die HCC-Diagnose erst nach Auftreten von Symptomen gestellt wird, liegt die
5-Jahres-Uberlebensrate bei nur 0-10 % [30]. Um die Chance zu erhéhen, Patienten
eine kurative Therapie zukommen zu lassen, sind FriherkennungsmalRnahmen
erforderlich. Gemald der S3-Leitlinie zur ,Diagnostik und Therapie des
Hepatozellularen Karzinoms und biliarer Karzinome® wird empfohlen, dass bei
Patienten mit bekannter chronischer Lebererkrankung wie dem Vorliegen einer
Leberzirrhose im Rahmen von FruherkennungsmafRnahmen alle 6 Monate eine
Ultraschalluntersuchung erfolgen sollte, welche zusatzlich durch eine Bestimmung des
al-Fetoproteins (AFP) im Serum erganzt werden kann [8]. Als Tumormarker kann die
AFP-Serumkonzentration labordiagnostisch durch einen schnellen und steilen Anstieg
Hinweise auf ein malignes Geschehen der Leber geben. Die Bestimmung von AFP
kann zur Kontrolle des Therapieerfolgs dienen, wird aktuell jedoch nicht zur HCC-
Primardiagnostik empfohlen [31, 32]. Fir eine weitere Risiko-Stratifizierung bei
Patienten mit chronischer HBV-Infektion kann der PAGE-B Score, welcher Alter,

Geschlecht und Thrombozytenzahl einschliel3t, eine Risiko-Stratifizierung bieten [17].

Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) soll das HCC bei Gber 1 cm messenden
Raumforderungen in zirrhotischer Leber, anhand des charakteristischen
Kontrastmittelverhaltens mit friharterieller Hypervaskularisation des Tumors und
rascher Auswaschung (,wash-out®) in der portalvenésen und vendsen Phase
diagnostiziert werden [33]. Fur diese radiologischen Auffélligkeiten ist die verstarkte
Vaskularisierung des HCC verantwortlich. Bei HCC-Verdacht wird fir die HCC-
Diagnosestellung  bereits eine  sichere  Bildgebung mit  spezifischem
Kontrastmittelverhalten als beweisend angesehen [31]. Sollte der MRT-Befund nicht
richtungsweisend sein, erfolgt anschlieRend eine Computertomographie (CT) oder
eine Ultraschalldiagnostik. Besteht eine palliative Behandlungssituation oder liegt ein

unklares Kontrastmittelverhalten in zwei unabhangig durchgefiihrten Bildgebungen im



kurativen Setting vor, so wird der Einsatz eines bioptischen Verfahrens empfohlen. [8,
34]

1.1.3 Histopathologie, Pathogenese und HCC-Subgruppen

Das histopathologische Tumorstaging wird fir das HCC gemal der international
anerkannten TNM-Klassifikation und der Stadieneinteilung nach UICC (Union for
International Cancer Control) erhoben (Tabelle 1 [35]). Hierbei werden
Tumorausdehnung, Absiedlung in Lymphknoten oder GeféalRen, Metastasenbildung,
der Differenzierungsgrad und der Satus des Resektionsrandes untersucht [8].
Wahrend das WHO-Grading eine gute, mittelgradige und schlechte Differenzierung
des Tumors unterscheidet [36], beschreiben Edmondson und Steiner ein vierstufiges
Grading-Modell [37]. Aus dem histologischen Grading ergeben sich Hinweise auf die
Aggressivitat des Tumors, da eine Entdifferenzierung ein prognostisch ungunstiger
Parameter ist [38].

Neben Standardfarbungen wie der Hamatoxylin-Eosin-Farbung und der PAS-Féarbung
erfolgt die Anfarbung der Retikulinfasern, um eine gestdrte Tumorarchitektur mit
verschmalerten Retikulinfasernetz nachzuweisen [8]. Da jeder Tumorknoten das
Resultat einer Kombination aus somatischen Mutationen und epigenetischen
Modifikationen ist, kann die Differenzierung des HCCs heterogene Wachstumsmuster
aufweisen [30]. Wahrend beim solide trabekular gebauten HCC die urspriingliche
trabekulare Leberarchitektur bei gleichzeitig aufgehobener Lappchengliederung und
verschobener  Zellkern-Zytoplasma-Relation erkennbar bleibt, ist die
Trabekelbauweise beim kompakten Subtyp aufgehoben. Azinar bzw. pseudoglandular
gebaute HCCs besitzen eine einreihige Tumorzellformation mit PAS-positivem
Material [39].

Zur immunhistologischen und molekularpathologischen Sicherung des Befundes und
zur Abgrenzung von Lebermetastasen oder dem intrahepatischen Cholangiokarzinom
werden hepatozytare Marker, wie Hepar-1 und Arginase 1 eingesetzt. Zur
Dignitatsbeurteilung kénnen immunhistologische Marker, wie Glutaminsynthetase
(GS), Glypican 3 und HSP70 helfen [40, 40].



Tabelle 1 TNM-Klassifikation und UICC-Stadium des HCC [35]

TNM Befund UICC-Stadien
T1 solitarer Primartumor ohne Gefal3invasion I
T2 solitarer Primartumor mit Gefal3invasion oder multiple | Il

Primartumoren (<5cm)

T3a multiple Primartumoren >5¢cm ohne Gefallinvasion A

T3b solitéarer Primartumor oder multiple Tumoren >5cm mit | 11IB

GefalRinvasion

T4 Tumor mit Penetration in extrahepatisches Gewebe bzw. | llIC

Perforation des viszeralen Peritoneums

NO kein Befall lokoregionaler Lymphknoten -
N1 Befall lokoregionaler Lymphknoten IVA
MO keine Fernmetastasen -
M1 Fernmetastasierung VB

Schadigende Einflusse koénnen bei chronischer Leberzellschadigung zu einer
Leberfibrose fiihren, welche als Endstufe in eine Zirrhose Ubergehen kann. Das
etablierte Modell der Zirrhose-Karzinom-Sequenz definiert einen schrittweise
ablaufenden Prozess bei welchem sich, durch Akkumulation von molekularen und
morphologischen Aberrationen, der prédkanzerogene low-grade dysplastische Knoten
(LDGN), uber den high-grade dysplastischen Knoten (HFGN) zum frithen HCC und
schlieBlich dem fortgeschrittenen HCC entwickelt [39, 41]. Die molekulare
Pathogenese des HCCs variiert abhangig von der zugrundeliegenden Atiologie [2].
Inzwischen wurden verschiedene weit verbreitete genetische Mutationen im
Telomerase Reverse Transkriptase (TERT)-Promoter, im TP53- oder im CTNNB1-Gen
identifiziert, welche als onkogene Treiber (oncogenic driver) zur Hepatokarzinogenese
beitragen [42].

Mithilfe der Analyse von Genexpressionsprofilen konnten HCCs anhand typischer
molekularer Eigenschaften in die proliferative oder nicht-proliferative Subgruppe
unterteilt werden (Abb. 1) [41, 43-45].

Der makrotrabekular-massive HCC-Subtyp ist in der Regel durch eine Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 (TP53), einer gehauften makro- und mikrovaskularen

Invasion bei Aktivierung der Angiogenese (Hochregulierung von ANGPT2 und




VEGFA), einer erhohten Zellproliferationsrate, sowie einem schlechteren klinischen
Verlauf gekennzeichnet [41, 46, 47].

In retrospektiven Studien wurde die erhéhte immunhistochemische Expression von
Cytokeratin 19 (CK19) im HCC mit einer erhohten Rezidivrate nach einer
Transplantation und einer schlechteren Prognose in Verbindung gebracht [48, 49],
wobei man davon ausgeht, dass dieser HCC-Subtyp von hepatischen Progenitorzellen

ausgeht und ebenfalls mit einer TP53-Mutation einhergeht [50].

CTNNB1-mutierte Tumoren weisen eine Aktivierung des Wnt-B-Catenin Signalwegs,
einen cholestatischen Phanotyp und immunhistochemisch eine Hochregulation der
Glutaminsynthetase auf. Patienten mit diesem HCC-Subtyp weisen eine geringere
Rate tumortser GefalRinvasionen auf und haben in der Regel einen besseren
klinischen Verlauf [41].

Der klassische Phanotyp des steatohepatischen HCCs ist gut differenziert, weist
inflammatorische Infiltrate (T-Zellen und Neutrophile), ballonierte Zellen und Mallory-
Denk-Korper auf [51]. Bei diesem Subtyp ist eine Hochregulation des Interleukin-6
einem Schlusselregulator des JAK-STAT-Signalwegs, sowie einer daraus folgender

Expressionssteigerung von CRP nachweisbar [41, 41].

Das fibrolamellare HCC zeichnet sich durch breite fibrolamellare Septen aus
kollagenem Bindegewebe aus und stellt eine seltene HCC-Sonderform (<1 %) mit
DNAJB1-PRKACA Translokation dar, welche vorwiegend bei jiingeren Patienten ohne
Leberzirrhose vorkommt und gehauft mit einer besseren Prognose vergesellschaftet
ist [52].

Bislang existieren jedoch weder zielgerichteten Therapieoptionen noch wird das
Wissen uUber die molekularen Eigenschaften der HCC-Subgruppen zur Verbesserung

des Krankheitsmanagement im klinischen Entscheidungsprozess genutzt [8, 53].



molekularer . ) : ) .
Subtyp Proliferativer Typ l Nicht-proliferativer Typ

pathologischer
Subtyp

T B ] steatohepatisch cholestatisch

Progenitor ] [ .
-massiv

[ Phospho-RPs6+ CRps GS +/
IHC- Marker [ CK19+ und ] nukledr B-Catenin

EPCAM+; pERK+

Differenzierung schlecht ] gut bis moderat

Haupt-Atiologie HBV ] Alkohol, HCV, NASH

Chromosomeninstabilitat ] chromosomale Stabilitat

TERT Promotor Mutation

[ TP53 Mutation ] CTNNB1 Mutation
Genetische
Besonderheit q . TSC1-TCS2
AXIN 1 Mutation Mutation
RPS6KA3
Mutation
Haupt- [ mTOR, RAS-MAPK, MET ] IL6-JAK-STAT Wnt-B-Catenin
Signalwege
| wntTeFp |
Prognose [ aggressivere Tumore ] weniger aggressive Tumore
- [ hochfrequent vorhanden ] niedrigfrequent vorhanden
vaskulare
Invasion [ ANGPT2 +VEGFA ]
hochreguliert
Serum AFP [ hohere Level ] niedrigere Level

Abbildung 1: Molekulare Klassifikation der HCC-Subgruppen. Das HCC kann in zwei grolie
molekulare Untergruppen eingeteilt werden, dem proliferativen und dem nicht-proliferativen Subtyp [43,
44]. Der proliferative Subtyp ist in der Regel schlechter differenziert, besitzt eine erhdhte Rate tumordser
GefaRinvasionen und insgesamt eine schlechtere Prognose [41]. Diese oft HBV-assoziierten HCCs
zeigen gehauft eine Aktivierung der klassischen Zell-Proliferations-Wege wie PI3K-AKT-mTOR, RAS-
MAPK und MET-Signalweg [54]. Diese Subklasse kann weiter untergliedert werden in einen
proliferativen Progenitor-Zell Typ mit der Expression von Stammzellmarkern (CK19, EPCAM) [41] und
einem Subtyp mit Wnt-TGF8 Aktivierung [55]. Die Nicht-proliferative Subgruppe ist in der Regel durch
weniger aggressive Tumoren, einer guten Zelldifferenzierung und einer gehauften Assoziation mit einer
NASH, ASH oder HCV-Infektion gekennzeichnet. Die Subgruppe ist weiter unterteilt in CTNNB1-
mutierte Tumoren mit einer Aktivierung des Wnt-B-Catenin Signalwegs [54, 55], sowie einem
steatohepatischen HCC-Typ mit hochreguliertem IL6-JAK-STAT-Signalweg [41]]. GS =
Glutaminsynthetase; IHC = Immunhistochemie Abb. modifiziert nach Llovet, Kelley und Koautoren, 2021

(2]

1.1.4 Therapie und Prognose
Trotz verbesserten Screening- und Therapieoptionen weist das HCC eine ungunstige

Gesamtprognose auf, mit einer geschatzten relativen Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von



15 % fur beide Geschlechter [56]. HCC-Patienten sollen an ein Zentrum angebunden
werden, in welchem alle kurativen Therapieoptionen angeboten werden [31]. Das
therapeutische Vorgehen richtet sich aktuell nach der BCLC-Klassifikation (,Barcelona
Clinic Liver Cancer staging classification®, Tabelle 2) [5], wobei neben TumorgréRle,
Lokalisation und extrahepatischer Tumorausbreitung zusatzlich Parameter wie die
Leberfunktion (,Child-Pugh-Score“ siehe Anhang, Tab. 28) und der Allgemeinzustand
(ECOG-Status siehe Anhang, Tab. 27) bertcksichtigt werden. Die Verlasslichkeit
dieser Klassifikation wurde in mehreren klinischen Studien extern validiert [57, 58].

Tabelle 2 Barcelona Clinic Liver Cancer staging classification (BCLC), nach
Llovet et al (1999) [59]

Leberfunktion (bei Leber- | Allgemeinzustand
zirrhose CHILD-Score) (ECOG)

Stadium | Tumor Status

singularer Tumor _ _
0 keine Leberzirrhose ECOGO0
<2cm

keine portale
Al _
Hypertension, normales

solitarer Bilirubin

Primartumor <5 cm | portale Hypertension,
A2 o ECOG 0
normales Bilirubin

portale Hypertension,
Bilirubin erhoht

A3

< 3 Primartumore ]
A4 Child-Pugh A oder B
<3cm

multifokalaler Befall, _
B Child-Pugh A oder B ECOG 0
Herde > 3 cm

GefalRinvasion oder )
C Child-Pugh A oder B ECOG 1-2
Metastasen

D jedweder Status Child-Pugh C ECOG 34

Mailand Kriterien (zum Abschéatzen der Erfolgsaussichten einer Transplantation): ein HCC-Herd <5cm
oder bis zu 3 HCC-Herde mit jeweils >3cm, keine extrahepatischen Metastasen, keine GefaRinvasion
(Mazzaferro und Koautoren, 1996 [60])

Bei guter Leberfunktion ohne Vorliegen einer Leberzirrhose, von Fernmetastasen oder
einer Gefallinvasion (BCLC 0 und A) profitieren Patienten von einer partiellen
Leberresektion (Abb. 2). Diese muss anatomisch durchfihrbar und physiologisch

tragbar sein, sodass dabei nicht weniger als 30 % des Lebergewebes erhalten bleibt

8


https://flexikon.doccheck.com/de/Leberzirrhose
https://flexikon.doccheck.com/de/Leberresektion

und der Resektionsrand einen Abstand von mindestens 1 cm zum gesunden Gewebe
aufweist. Jedoch entwickeln etwa die Hélfte der Patienten innerhalb von 5 Jahren nach
Leberresektion ein Rezidiv [61-63]. Patienten mit Leberzirrhose und einem nicht-
resektablem HCC innerhalb der Mailand-Kriterien (Tab. 2) kdnnen fir eine
Lebertransplantation in Betracht gezogen werden [60, 64]. Retrospektive Studien
konnten zeigen, dass das mittlere Gesamtiberleben von HCC-Patienten bei
Lebertransplantation gegenuber der Leberresektion besser ist [65] bzw. vergleichbare
Ergebnisse mit beiden Verfahren erreicht werden konnten [66]. Falls aufgrund anderer
Erkrankungen weder Resektion noch Transplantation eine Therapieoption darstellen,
sind lokalablative Verfahren, wie die Radiofrequenz- sowie Mikrowellenablation (RFA)
indiziert, welche die Verkleinerung des Tumorgewebes bzw. die Verhinderung des
Tumorwachstums zum Ziel haben. Vergleicht man den Einfluss der Therapieform auf
die Drei-Jahres-Uberlebensrate, so liegt fir chirurgisch therapierte Patienten die Rate
bei 81 % und fur nicht chirurgische Therapieformen bei 52 % [67]. Im Rahmen der
STORM-Studie wurde der Nutzen einer adjuvanten Systemtherapie mit Sorafenib
nach Resektion oder lokaler Ablation gegeniber einem Placebo verglichen, jedoch
ohne Unterschiede bezuglich des Gesamtuberlebens zwischen den

Untersuchungsgruppen festzustellen [68].

Bei Patienten in einem intermediaren Stadium (BCLC B) werden durch transarterielle
Chemoembolisation (TACE) Uber einen in die arterielle Gefal3versorgung des Tumors
eingelegten Mikrokatheter Chemotherapeutika oder okkludierende Substanzen
eingebracht [69]. Bisher kein Therapiestandard stellt die selektive interne
Radiotherapie (SIRT) dar, wobei strahlende Medien im Tumorgewebe angereichert

werden.

Das HCC spricht schlecht auf herkdmmliche Zytostatika an und gilt als relativ
chemotherapieresistent. Als pharmakologische Systemtherapie wird flr Patienten in
einem fortgeschrittenen Tumorstadium (BCLC C) mit kompensierter Leberzirrhose
(Child-Pugh A) als Erstlinientherapie bislang die Applikation des Tyrosinkinase-
Inhibitors Sorafenib empfohlen [70], wobei fir die adjuvante Applikation nach
Resektion keine Empfehlung existiert [68]. Inzwischen konnte den Ergebnissen der
Phase-IlI-Studie .IMbrave150* zufolge ein Uberlebensvorteil der
Kombinationstherapie aus PD-L-1-Antikbrper Atezolizumab und VEGF-Antikorper
Bevacizumab gegenlber der bisherigen Standardtherapie gezeigt werden [71]. In der

Phase-llI-Studie ,REFLECT* konnte bewiesen werden, dass der Einsatz des
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Tyrosinkinase-Inhibitor Lenvatinib gegeniber der Behandlung mit Sorafenib
gleichwertig ist [72]. Als Zweitlinientherapie bei erhaltener Leberfunktion und gutem
Allgemeinzustand (ECOG 0-1) wird der Einsatz der Multikinaseinhibitoren Regorafenib
oder Cabozantinib bzw. die Anwendung des IgG1-Antikérper Ramucirumab empfohlen
[73—75]. Im terminalen Stadium (BCLC D) werden supportive palliativmedizinische

Malinahmen angewendet.

BCLC- ’
. Stadium 0 Stadium A Stadium B Stadium C Stadium D
Stadium
—
- 2-3 Knoten
solitar
<3cm
v
potentiell
resektabel
i s Transplan?tatlon‘
kanditat
ja nein
L v— ¥ I l supportive
: lliativ-
: . . TACE systemische 2
Therapie RFA Resektion | | Transplantation RFA oder SIRT ‘P/herapie . medizinische
MaRnahmen
Prognose
5 >5 Jahre >2,5 Jahre >10 Monate 3 Monate

Abbildung 2: Stadiengerechte Therapie des HCCs bei Leberzirrhose, Abb. modifiziert nach
~EASL Guidelines“, 2018 [5] *aufgetragen ist die geschatzte Uberlebenszeit unter leitliniengerechten
TherapiemalRnahmen; *2 systemische Therapie als Erstlinientherapie bei erhaltener Leberfunktion
(CHILD A) mit Sorafenib [70], als Zweitlinientherapie bei erhaltener Leberfunktion und gutem
Allgemeinzustand (ECOG 0-1) mit Multikinaseinhibitoren (Regorafenib [73] oder Cabozantinib [74]) bzw.
IgG1-Antikorper (Ramucirumab [75]); Radiofrequenzablation (RFA), transarterielle Chemoembolisation
(TACE), selektive interne Radiotherapie (SIRT)

Aus dem histopathologischen Befund lassen sich prognostisch relevante Faktoren
ableiten. Sowohl eine makroskopische wie mikroskopische vaskulare Invasion stellt
einen ungunstigen prognostischen Faktor dar [38, 63, 76—78], ebenso wurde ein
negativer Einfluss einer Multizentritat auf die Prognose beschrieben [76, 79]. Zudem
sind eine inkomplette Resektion, eine intrahepatische Metastasierung und eine
Portalveneninvasion mit einem erniedrigten Gesamtiberleben vergesellschaftet [62,
77, 80].

Anhand der BCLC-Klassifikation konnen Aussagen bezlglich des medianen
Uberlebens unter der fiir das jeweilige Stadium empfohlenen leitliniengerechten
Therapie getroffen werden (Abb. 2) [5]. Fur leitliniengerecht behandelte Patienten in
einem friihen Stadium (BCLC 0/A) liegt die erwartete Uberlebensdauer bei ber fiinf

Jahren [5], wobei das natiirliche Uberleben ohne eine Behandlung bei ca. 36 Monaten
10



liegt [53]. Die Ein-Jahres-Uberlebensrate fur unbehandelte HCC-Patienten lag bei
Vorliegen des intermediaren Stadiums (BCLC B) bei 49,6 %, im fortgeschrittenen
Stadium (BCLC) bei 25 % und im palliativen Setting (BCLC D) bei 11 % [81].

Die Leberfunktion von HCC-Patienten unter einer kurativen Therapie kann mithilfe des
Albumin-Bilirubin (ALBI) Scores in Grade eingeteilt, wobei zwei Patientengruppen mit
signifikant unterschiedlichem Langzeitiberleben identifiziert werden konnten [82, 83].
Ein hoher AFP-Wert (meist definiert = 1000 ng/ml) oder ein rasch steigender AFP-
Serumspiegel, meist definiert als monatliche Zunahme > 15 pg/l, korreliert mit einem
erniedrigten posttransplantaren Gesamtuberleben und einer erhdhten Tumor-
Rezidivrate. Zudem stellt eine erhohte AFP-Konzentration einen guten praoperativen

Surrogatmarker fur eine mikrovaskulare Invasion dar. [76, 78, 84—87]

Das BALAD Scoring-System basiert auf den funf Serummarkern Bilirubin, Albumin,
AFP, AFP-L3 (Lektin reaktives a-Fetoprotein) und DCP (Des-y-carboxy Prothrombin).
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die mit dem BALAD-Score
klassifizierten Kategorien das Patienteniberleben reflektieren konnten, jedoch fur den
klinischen Einsatz eine weitere Validierung in verschiedenen Patientenkollektiven
notig sei [88, 89].

Neben der Aussagekraft verschiedener Scores wurde der Einfluss der Atiologie auf
das Gesamtiberleben untersucht. Wahrend in bestimmten Kollektiven NASH-
assoziierte HCC-Patienten ein gemindertes Gesamtuberleben im Vergleich zu HCC-
Patientin mit einer anderen Atiologie aufwiesen [90], konnte in anderen Kollektiven
kein Unterschied festgestellt werden [91]. Bege und Koautoren konnten zeigen, dass
eine HBV-Infektion einen unabhangigen Faktor fir eine postoperativ ungiinstige

Prognose darstellt [77].

11



1.2 HILPDA, ein neuer Prognostischer Biomarker

1.2.1 Erstentdeckung, Induktion und Lokalisation von HILPDA

HILPDA (hypoxia-inducible lipid droplet-associated) wurde erstmalig im Rahmen eines
Screenings von Genen identifiziert, welche durch Sauerstoffmangel in humanen
Cervix-Tumorzellen induziert wurden [92]. HIG2 (hypoxia-inducible gene 2 protein) ist
ein synonym verwendeter Alternativname fur HILPDA. Das humane HILPDA Gen ist
auf Chromosom 7 lokalisiert und codiert das 7 kDa grof3e HILPDA Protein, welches
aus 63 Aminosauren besteht [93]. Als spezifisches HIF-1a-Zielgen lie3 sich HILPDA
ebenfalls in weiteren Tumorzelllinien [94] und Makrophagen [95] durch
Sauerstoffmangel induzieren. Es wird zudem eine Regulation durch das
Steroidhormon Progesteron in Brustkrebszellen beschrieben [96].

HILPDA ist in Adipozyten, HeLa-Zellen oder Hepatozyten an Lipidtropfen lokalisiert
[94, 97-99]. Daneben konnte gezeigt werden, dass HILPDA durch das
Endoplasmatische Retikulum (ER) migriert und an der Seite der Lipidtropfensynthese
lokalisiert [95, 98]. Dem widersprechend konnten Gimm und Koautoren anhand von
Kofarbungen in HelLa-Zellen zeigen, dass HILPDA weder am ER noch an anderen
Zellorganellen wie Mitochondrien, Autophagosomen, Peroxisomen oder dem Golgi-
Apparat lokalisiert ist und dementsprechend nicht an sekretorischen oder
endozytotischen Transportprozessen beteiligt ist [94]. Nishimura und Koautoren gehen
davon aus, dass HILPDA nicht ausschlie3lich an Lipidtropfen zu finden sei, sondern
vielmehr zytoplasmatisch in der Zelle verteilt vorliegt, wie dies beispielsweise im
Ovarialkarzinom der Fall ist [100].

1.2.2 Bedeutung von HILPDA im Lipidmetabolismus

Lipidtropfen sind dynamische Zellorganelle bestehend aus einem Kern aus
Triglyceriden (TAG) und Cholesterinestern, umgeben von einem Monolayer-Mantel
aus Phospholipiden und Lipoproteinen. Mehrere angelagerte Proteine regulieren die
Aktivitat der Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL), einem Enzym welches fur die
Lipolyse von TAG verantwortlich ist [101]. Laut La Rosa Rodriguez und Koautoren [94,
102] kommt HILPDA nicht ubiquitér an allen Lipidtropfen vor, sondern vor allem in einer
Subpopulation, welche einem Umbauprozess oder einer Neubildung unterlaufen.
Aufgrund von Sequenzanalysen gehen Forscher davon aus, dass HILPDA iber eine
amphipathische Helix direkt an der Lipidtropfenoberflache lokalisiert und die
hydrophobe Region damit essentiell fir die Funktion des Proteins sein kénnte [94,

103]. Zu diesen Erkenntnissen passend konnte mittels ,Fluoreszenz Lifetime Imaging
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Mikroskopie“ (FLIM) eine direkte physikalische Interaktion von HILPDA und ATGL,
genauer zwischen der N-terminalen hydrophoben Region (HILPDA) und dem N-
terminalen Patatin Domain-containing Segment (ATGL) gezeigt werden [104, 105].
Eine Inhibition der Hydrolasefunktion von ATGL durch HILPDA konnte in
verschiedenen Zelltypen, darunter Hela-Zellen, Adipozyten, Hepatozyten und
Makrophagen gezeigt werden [93, 104-106]. In Hepatozyten flihrte eine
Uberexpression von HILPDA zur Lipidakkumulation [98, 102]. Eine
Herunterregulierung von HILPDA in HCT-116-Zellen, Makrophagen und embryonalen
Mausfibroblasten verursachte eine Verringerung der LipidtropfengroRe und des
Triglyceridgehalts, was durch eine Inhibition von ATGL verhindert werden konnte [104,
106, 107]. Da durch Herunterregulation von HILPDA in Adipozyten die Expression von
Perilipinl und ATGL signifikant anstieg, vermuten Dijk und Koautoren, dass HILPDA
nicht direkt die Adipogenese, sondern Lipid-assoziierte Proteine beeinflussen kdnnte
[97].

HILPDA hat strukturelle Ahnlichkeit mit dem GO/G1 switch Gen 2 (G0S2), einem
bekannten Inhibitor von ATGL [108, 109]. In einem zellfreien Versuchsaufbau war die
Interaktion zwischen ATGL und HILDPA jedoch schwacher ausgepragt als die des
Enzyms zu G0S2 [105].

Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) spielen eine wichtige Rolle in
der Nahrstoffhomdostase mehrerer Organe, indem sie als Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren beispielsweise Fettsauren (FS) binden [110]. Die Aktivierung
von PPARa fuhrt zur Induktion verschiedener Gene, welche im Lipidstoffwechsel
involviert sind, indem sie fir den Transport, die Lagerung oder die Oxidation von FS
verantwortlich sind [111]. Die R-adrenerge Stimulation im Rahmen der
Sympathikusaktivierung ist ein wichtiger Signalweg fiur die Stimulation der
Adipozytenlipolyse [109]. Durch den Transkriptionsfaktor PPARy/a [97, 98, 112], sowie
unter Noradrenalin-vermittelter R32-adrenerger Stimulation [97, 113] konnte eine
Induktion der HILPDA-Expression erreicht werden (Abb. 3).

Die Expression Lipidtropfen-assoziierter Proteine in der Leber ist stark vom
Ernahrungszustand des Individuums abhéngig. DiStefano und Koautoren konnten in
vivo zeigen, dass HILDPA unter hochkalorischer Diat von Mausen in der Leber
induziert wird und zudem ein erhohter hepatischer TAG-Gehalt messbar war [98]. Ein
gleiches Ergebnis liel3 sich in vitro unter FS-Behandlung von Makrophagen [95] und

Hepatozyten [94, 102] erreichen. Gimm und Koautoren vermuteten, dass FS HILPDA
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vor dem Abbau bzw. der Degradierung schitzen kénnten [94]. Laut VandeKopple und
Koautoren ist eine Nahrstoffmangel-induzierte Autophagie ein Stimulus fur die
posttranskriptionelle Hochregulation von HILPDA und fuhrt in dessen Folge zur TAG-
Akkumulation [103].

Das Enzym DGAT1 (Diacylglycerol-O-Acyltransferase)  katalysiert  den
Geschwindigkeit-limitierenden Schritt der TAG-Synthese aus exogenen, sowie der
durch Lipolyse gewonnenen FS [114]. La Rosa Rodriguez und Koautoren gehen davon
aus, dass HILPDA das DGAT1 Protein durch eine direkte physikalische Interaktion
stabilisiert und dadurch eine verstarkte TAG-Synthese bewirken kann [102] (Abb.3).

Hypoxie Hypoxie

adrenerger

HIFla Stimulus

% M
§ % HILPDA
<. QTGL < Q
\ \TGL
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- LD-Akkumulation
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Abbildung 3: Hypothesen zur Rolle von HILPDA im Lipidstoffwechsel. Induktion von HILPDA durch
HIF1a unter Hypoxie [94], adrenerge Stimuli [97, 113] und PPAR [97, 98, 112]. HILPDA hat einen
zellprotektiven Einfluss, indem es die TAG-Lipolyse durch direkte Hemmung der ATGL mindert [93,
104-106], wodurch infolgedessen unter Sauerstoffmangel weniger ROS durch FS-Oxidation entstehen
kann [104]. Zudem foérdert HILPDA durch DAGT1-Stabilisierung die TAG-Synthese [102].

Ebenso fihrte die adenoviral vermittelte HILPDA-Uberexpression zu einem
gestiegenen Triglyceridgehalt in der Leber, was laut Mattijssen und Koautoren zum
Teil mit einer geringeren Sekretion von VLDL-Triglyceriden (,Very Low Density

Lipoproteins®) begrindet sei [112].

Eine hepatozytenspezifische HILPDA-Defizienz fuhrte in vivo zu einer gesteigerten
Triglyceridlipolyse und Fettsaureoxidation, sowie gleichzeitig zu einer signifikant
gestiegenen Glukosetoleranz [98]. Eine hepatozytenspezifische HILPDA-Deletion bei
bereits vorhandener Steatohepatitis (NASH) in vivo hatte einen signifikant reduzierten
Triglyceridgehalt, sowie in Leberschnitten eine verminderte FS-Akkumulation zur
Folge [102]. Bei adipozytenspezifischer HILPDA-Deletion im Mausmodell war
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ebenfalls eine verbesserte Glukosetoleranz nachweisbar [99]. Méause zeigten bei
Ganzkorper-Deletion von HILPDA eine geminderte korperliche Aktivitdt und einen
reduzierten Metabolismus, gemessen am geminderten Sauerstoffbedarf [107].

In HILPDA Uberexprimierenden HelLa-Zellen konnten Gimm und Koautoren neben der
Lipidtropfenvergro3erung eine erhdhte Konzentration an Cytokinen, wie IL-6 ermitteln.
Eine Lipidakkumulation in Fett- bzw. Lebergewebe soll den Autoren zufolge mit einer
Aktivierung von inflammatorischen Signalwegen assoziiert sein, was im Rahmen einer
Fettlebererkrankung eine pathophysiologische Rolle spielen kénnte [94]. Obwohl ein
Knockdown von HILPDA in Makrophagen zur verringerten Akkumulation von FS
fuhrte, konnten Van Dierendonck und Koautoren beweisen, dass das inflammatorische
Geschehen, gemessen anhand der Sekretion von IL-6 bzw. TNF-a, unbeeinflusst blieb
[106]. Maier und Koautoren publizierten ferner, dass HILPDA in Makrophagen fur die
Neutralfettakkumulation, Schaumzell-Entstehung und Prostaglandin-E2-Synthese
entscheidend sei und beim Fortschreiten atherosklerotischer Lasionen ursachlich

beteiligt sein kdnnte [95].

1.2.3 Bedeutung von HILPDA in Malignomen

Der Zusammenhang zwischen der HILPDA-Expression und einem potenziellen
Uberlebensvorteile fur maligne Zellen wurde bereits untersucht, so ist HILPDA im
Neuroblastom [115] sowie im Glioblastom [116] mit einem schlechteren
Gesamtuberleben der Patienten assoziiert. HILPDA wird auch in anderen
Krebsentitaten, wie dem Nierenzell- [94, 117-119], dem Kolon- [120], dem Pankreas-
[121], sowie dem Ovarialkarzinom [100] hochreguliert. Laut Nishimura und Kotautoren
ist der Einsatz von HILPDA als pradiktiver Marker fur das Ovarialkarzinom denkbar,
da sich in der Gruppe mit einer erhthten HILPDA-Expression eine hohere
Ansprechrate auf eine Chemotherapie nachweisen liel3 [100]. Des Weiteren konnten
Y.Zhang et al. zeigen, dass Nasopharynxkarzinomzellen durch HILPDA-vermittelte
Umstellung des Lipidmetabolismus eine erhdhte Radiotherapie-Resistenz aufweisen
[122].

Denko und Koautoren vermuten, dass die Expression von HILPDA einen
Mechanismus der Tumorzelle darstellt, um resistenter gegeniber eines nachteiligen
Mikromilieu wahrend Phasen von Hypoxie oder durch Glukoseentzug ausgelosten
Stress zu sein [92]. Viele HIF-1la-Zielgene sind am Wechsel von aerober
mitochondrialer ATP-Gewinnung zu anaerober Glykolyse und damit der FS-

Akkumulation beteiligt. Unter FS-Oxidation steigert sich die mitochondriale Bildung von
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lipid-reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Durch HILPDA konnte nach Lipid-Uberladung
die ROS-Bildung und damit der Zellschaden minimiert werden [95]. Umgekehrt
konnten Zhang und Koautoren feststellen, dass die Apoptoserate nach HILPDA-
Knockdown unter Hypoxie anstieg (von 3,37 % auf 14,6 %) und zudem 250 % mehr
ROS gebildet wurde als unter Normoxie [104] (Abb. 4).

T Wnt — Signalweg

T B-Catenin

T EMT

TProliferation
o)
—_—

Tumorzelle LApoptose

‘TCytokine (IL-10)

T Metastasierung T Tumorwachstum

TSTAT-Signalweg
NK-Zelle

Immunevasion

Abbildung 4: Hypothesen zum Einfluss der HILPDA-Expression auf die Tumorzell-Aggressivitat.
HILPDA induziert das Tumorwachstum durch Foérderung der Proliferation, bspw. im Rahmen einer
Aktivierung des Wnt-Signalwegs [123], und Minderung der Apoptoserate [103, 104]. HILPDA entgeht
der Immunantwort durch Férderung der Cytokinfreisetzung und Aktivierung des STAT-Signalwegs in
NK-Zellen [124]. HILPDA induziert die Metastasierungsrate durch erhéhte epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) [124].

Durch das Anhaufen von ROS kann es zur Ferroptose kommen, wobei
Glutathionperoxidasen (GPX) protektiv wirken. Zou und Koautoren legten einen
Zusammenhang zwischen HILPDA wund der Vulnerabilitat von klarzelligen
Nierenzellkarzinomenzellen (ccRCC) fur Inhibitoren der GPX4 nahe und erkannten

hierbei einen potenziellen Angriffspunkt flr eine zielgerichtete Therapie. [125]

Das Wachstum von Xenograft-Tumoren in Mausen, welche durch Injektion von
HCT116-Zellen entstanden waren, war unter HILPDA-Defizienz langsamer als flr die
Wildtyp-Zellen. Van de Kopple sowie Zhang und Koautoren fuhrten dies unabhangig
voneinander auf ein hoheres Apoptose-Niveau, bemessen anhand der cleaved
Caspase 3-Konzentration in den KO-Zellen zurtick [103, 104] (Abb. 4). Umgekehrt
konnten Kim und Koautoren durch Injektion stabil mit HILPDA transfizierter HCT116-
Zellen in Kolonwande von Mausen ein gesteigertes Tumorwachstum, wohl durch eine
geringere Apoptoserate, ebenfalls bemessen anhand der Caspase 3-Aktivitat,

verzeichnen [120].
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Wahrend der Embryogenese spielt der Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle, hierbei wird
phosphoryliertes B-Catenin angereichert und wirkt als Transkriptionsfaktor auf die
Zellproliferation. In Tumorzellen kann durch Mutationen der Wnt-Signalweg wieder
aktiviert werden. Togashi und Koautoren vermuten, dass HILPDA als autokriner
Wachstumsfaktor fungieren kénnte, indem das Protein sezerniert und Uber Bindung
an extrazellulare G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die B-Catenin-Stabilisierung
bewirkt und somit den onkogenen Wnt-Signalweg induziert. Togashi und Koautoren
stutzen sich hierbei darauf, dass in vitro eine Induktion von HILPDA das Zellwachstum
steigerte und das ,Gen-Silencing® umgekehrt mindern konnte [117]. Da
Strukturanalysen zufolge HILPDA N-terminal Signalpeptidsequenzen enthalten soll,
welche eine Sekretion des Peptids vermuten lassen gehen Kenny und Koautoren
ebenfalls von einer Assoziation mit dem onkogenen Wnt-Signalweg aus [123] (Abb.
4).

Chiou und Koautoren gehen davon aus, dass der Transkriptionsfaktor BLIMP1 die
Metastasierung des duktalen Pankreas-Adenokarzinoms steigert, indem dieser die
Expression von Hypoxie-assoziierten Genen, wie bspw. HILPDA induzieren kénnte.
Sie sahen diese Kausalitat darin bestatigt, dass durch ein HILPDA-Knockdown die
Metastasierungsrate reduziert werden konnte [126]. Grachan und Koautoren konnten
im Mausmodell zeigen, dass Pankreastumor-Xenografts mit einer HILPDA-Depletion

im Vergleich zum Wildtyp eine geringere Wachstumsrate zeigten [127].

Eine kirzlich veréffentlichte Untersuchung der Expressionsdaten von HCC-Patienten
der frei verfugbaren Datenbank TCGA, kam zu dem Ergebnis, dass eine hohe
HILPDA-Expression auf RNA-Ebene mit einem kirzeren Gesamtuberleben assoziiert
ist [128].

Cui und Koautoren untersuchten ein kleines HCC-Kollektiv (n = 40) und wiesen im
Tumorgewebe in der Mehrheit der Félle auf mMRNA-Ebene eine HILPDA-Expression
nach, wobei im Falle einer Lymphknotenmetastasierung bzw. einem héherem TNM-
Staging (Stadium I11/1V) eine signifikant hohere HILPDA-Expression vorhanden war. In
vitro kamen die Autoren nach HILPDA-Herunterregulation in HepG2-Zellen zum
Ergebnis, dass die Zellmigration und -invasion im Transwell-Assay gemindert war und

die Proliferationsrate im CCK-8-Assay sank. [124]

Xu und Koautoren untersuchten ebenfalls das HCC und beschreiben eine

Verknlpfung zwischen der Uberexpression des Onkogens PVT1 (long noncoding
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RNA) und HILPDA, wodurch ein positiver Einfluss auf die Zellproliferation, Migration
und Invasion der Tumorzelle entstehen soll [129].

Cui und Koautoren untersuchten im Mausmodel den Einfluss von HILPDA auf die
Tumorbildung und Metastasierung. Es zeigte sich ein geringeres Tumorvolumen und
eine geringere Anzahl an Lungenmetastasen in Tieren, welche mit HILPDA siRNA
transfizierte SMMC-7721 Zell-Injektionen erhielten. Immunhistochemisch war im mit
siRNA transfizierten Gewebe E-Cadherin hoch- und Vimentin herunterreguliert. Die
Forscher kamen aus diesem Grund zu dem Schluss, dass eine epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) und damit die Metastasen-Entstehung in der siRNA-
Gruppe vermindert war. [124] (Abb. 4)

Unter Silencing von HILPDA in HepG2- bzw. SMMC-7721-Zellen, welche mit
natdrlichen Killerzellen (NK) kokultiviert worden waren, war die Apoptoserate durch
NK-Zellen verstarkt. Cui und Koautoren gehen davon aus, dass HILPDA uber die
Freisetzung von IL-10 den STAT3-Signalweg in NK-Zellen aktiviert, wodurch die NK-
Zellaktivitat abnahm. Dieser Mechanismus konnte laut Cui und Koautoren die
Entstehung eines Rezidivs oder einer Metastasierung durch Immunevasion (immune
escape) erklaren. [124] (Abb. 4)
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1.3 Zielsetzung

Das HCC stellt weltweit die dritthaufigste Krebstodesursache dar [7] und weist in den
letzten Dekaden eine steigende Inzidenz auf [6]. Mithilfe von Tumorklassifikationen,
wie beispielsweise der BCLC-Klassifikation, kdnnen klinische Entscheidungsprozesse
erleichtert und eine recht grobe prognostische Einordnung in Stadien ermdglicht
werden. Da nur eine unbefriedigende Einschatzung der Patientenprognose gegeben
werden kann, ist es winschenswert eine Prazision der Aussagekraft etablierter
Modelle durch Erg&nzung von neuen molekularen Biomarkern fir das HCC zu
ermoglichen. Ziel dieser Arbeit ist es, mittels Immunhistochemie einen neuen

zuverlassigen prognostischen Biomarker fir das HCC zu identifizieren.

In Voranalysen wies das HILPDA-mRNA-Expressionsniveau von HCC-Patienten der
TCGA-Datenbank vielversprechende Vorhersagen fir einen Zusammenhang
zwischen Expression und Uberlebenszeit auf [130]. Da wéahrend der
Hepatokarzinogenese gehauft eine Modifikation des Lipidmetabolismus stattfindet
[131], ist es sinnvoll das HCC auf die Dysregulation eines lipidtropfen-assoziierten
Proteins hin zu untersuchen. Bis zu diesem Zeitpunkt existieren keine
Untersuchungen, welche die Rolle von HILPDA in einem ausreichend grof3en Kollektiv
erforschen. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte HILPDA in Gewebeproben
von 561 HCC-Patienten mittels immunhistochemischer Farbung nachgewiesen und
Zusammenhange zwischen der Farbeintensitat und dem Patiententiberleben evaluiert
werden. Zudem sollten weitere Kklinisch relevante Aspekte in die statistische
Auswertung einbezogen werden. Um die zugrundeliegende Funktionsweise von
HILPDA im HCC aufzuschlusseln, sollte die HILPDA-Expression in von Hepatozyten
abgeleiteten Karzinomzelllinien variiert werden und die Effekte mithilfe von
molekularbiologischen  und  proteinbiochemischen = Methoden  sowie  der
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Falls sich ein Zusammenhang
zwischen der HILPDA-Expression und dem Gesamtiuberleben der Patienten beweisen
lieBe, bestiinde die Moglichkeit, mithilfe von Funktionsuntersuchungen in vitro, die
onkogenen Pathomechanismen zu erforschen, zu verstehen und langfristig gesehen

neue zielgerichtete Therapiestrategien fur das HCC abzuleiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 3 Geréate und Hersteller

Geratename

Hersteller

Autostainer plus

Agilent Dako, Santa Clara, United States

CO2 Inkubator

BBD622, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

C200, Labortect GmbH, Gattingen,

Deutschland

Chemilumineszenzimager Fusion
Solo S

Vilber Lourmat, Eberhadzell, Deutschland

Digital Slide Scanner

NanoZoomer-Series, Hamamatsu, Japan

Elektrische Pipettierhilfe
PIPETBOY

INTEGRA Biosciences Corp.., Hudson, USA

Mirkoskop-Kamera GRYPHAX®

JENOPTIK AG, Jena, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop,
Leica DMI6000 B

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Gelelektrophorese Apparatur
Mini-PROTEAN® Tetra System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Inc., Kalifornien
USA

Heizblock

Thermo Haake® heating circulator, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

ThermoMixer® C, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Homogenisator Precellys® 24

Bertin Technologies, Saint Aubin, Frankreich

Konfokalmikroskop SP8

Leica Biosystems

Kryostat Leica CM3050 S

Leica Biosystems

Lichtmikroskop Eclipse TS100-F

Nikon, Tokyo, Japan

Magnetrihrer RETbasic

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

Deutschland

Netzgerat PowerPac™ Basic

Power Supply

Bio-Rad Laboratories, Inc.
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Geratename

Hersteller

Spektralphotometer NanoDrop 1000,
Thermo Fisher Scientific

Photometer
Spektrophotometer Tecan Spark 10M,
Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz
Pipetten Eppendorf AG, Gilson® Inc, Middleton, USA

Quant Studio 3 Real-Time PCR
System

Thermo Fisher Scientific

Warmeschrank

PAUL HARTMANN AG, Heidenheim,

Deutschland

pH-Messgerat inoLab®

WTW-a xylem brand, Dinslaken, Deutschland

Sonifikator, Branson SLPe

Marshall Scientific, Hampton,USA

Thermocycler GeneAmp® PCR
System 9700

Thermo Fisher Scientific

Trans-Blot® Turbo™ Transfer

System

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Vortex-Mixer, Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc., New York, USA

Waage

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Wippschuttler CAT ST 5

Ingenieurbiro CAT M.Zipperer GmbH,

Ballrechten-Dottingen, Deutschland

Sterilbank HERAsafe KS12

Thermo Fisher Scientific

Neubauer Zellzahlkammammer

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,

Deutschland

Zentrifugen

Centrifuge Z 216 MK, Hermle Labortechnik
GmbH, Gosheim, Deutschland

Mikrozentrifuge MIKRO 120, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland

Tischzentrifuge Mikro 120, Hettich AG, Hettich
AG, Bach, Schweiz
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien und Hersteller

Materialname

Hersteller

Chromatographiepapier Whatman™

Thermo Fisher Scientific

Culture-Inserts 2 Well in p-Dish 35mm

ibdi GmbH, Gréfelfing,

Deutschland

Deckglaser, Menzel Glaser

Thermo Fisher Scientific

Greiner Bio-One™ Kryo-Rohrchen

Thermo Fisher Scientific

Nitrocellusose Membran

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Pasteurpipetten

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

PCR-Reaktionsgefalie, Cellstar®

Greiner Bio-One GmbH,

Kremsmiunster, Osterreich

Pipettenspitzen

Nerbe plus GmbH, Winsen,
Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter, SafeSeal SurPhob
Spitzen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Precellys® Lysing Kit Ceramic Beads

Bertin Technologies, Saint Aubin,

Frankreich

Objekttrager, Superfrost Plus (27x75x1,0mm)

Thermo Scientific™

ReaktionsgefalRe, Safe-Lock Tubes

Eppendorf

Plastikware (Zellkultur)

Thermo Fisher Scientific
Greiner Bio-One GmbH

2.1.3 Chemikalien und Lésungen

Tabelle 5 Chemikalien / L6sungen und Hersteller

Substanz / Produktname

Hersteller

Acrylamidstamm-L&sung mit 0,8%,

Bisacrylamid Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth GmbH

APS

Carl Roth GmbH

Bradford-Losung

Bio-Rad Laboratories, Inc.

BSA, Albumin Fraktion V

Carl Roth
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Substanz / Produktname

Hersteller

Chemielumineszenzlésung Coumarin (2
98.0 %) / Luminol (= 97 %)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Cobaltchlorid 0,1 M Lésung

Sigma-Aldrich

DNase / RNase-freies Wasser

Qiagen, Hilden, Deutschland

MOWIOL®4-88 Mounting Medium

Calbiochem®, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Hamatoxylin, Real Dako

Agilent Technologies

Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Magermilchpulver AppliChem GmbH
N, N‘-Methylen-bis-acrylamid Carl Roth
Ponceau-LAsung Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Standardchemikalien

Honeywell Research Chemicals,

Seelze, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

MP Biomedicals, Eschwege,

Deutschland

Staurosporin S4400

Sigma-Aldrich

SYBR™ Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth

Trizol / TRI Reagent™ Solution, RNA
Isolation Reagent

Invitrogen, Kalifornien, USA

Tricin

Carl Roth

Protease- und Phosphatase Inhibitorcocktail

/ Halt™

Thermo Fisher Scientific

Proteinstandard:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard

Thermo Fisher Scientific
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2.1.4 Puffer und Medien

Die Puffer wurden mit Reinstwasser angesetzt. Um den bendtigten pH-Wert

einzustellen, wurde mit HCI titriert.

Tabelle 6 Puffer und Medien, sowie ihre Zusammensetzung

Bezeichnung Zusammensetzung Menge / Konzentration
Tris-HCI pH= 6,8 350 mM
SDS 10,28% (w/v)
6-fach i
. Glycerin 36% (v/v)
SDS Proteinladepuffer
DTT 600 mM
Bromphenolblau 0,036 g
Tris 480 mM
10-fach Semidry- :
Glycin 390 mM
Blotpuffer (pH= 9,0)
SDS 10% (w/v)

Semidry-Blotpuffer

10x Semidry-Blotpuffer

10% (v/v)

Methanol 20% (v/v)
20-fach TBS Tris 200 mM
(pH=7,6) NaCl 1,38 M

20x TBS 10% (v/v)
TBST

Tween 20 0,05% (v/v)
10-fach Laufpuffer Tris 250 mM
fur Gelelektrophorese Glycin 19M
(pH= 8,3) SDS 1% (w/v)

Acrylamid 48% (wi/v)
AB 3 Puffer : :

Bis-Acrylamid 1,5% (w/v)

Acrylamid 47% (wlv)
AB 6 Puffer : :

Bis-Acrylamid 3% (w/v)
Anodenlaufpuffer Tris 0,1M
fur Gelelektrophorese

HCI 22,5 mM
(pH=8,9)

Tris 50 mM
,CO-IP“-Puffer NacCl 100 mM
(pH=8,0) EGTA 15 mM

Triton X-100 1% (v/iv)
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Bezeichnung Zusammensetzung Menge / Konzentration
Tris-HCI, pH= 8,5 10 ml (0,1 M)
Luminol 50 pl (250 mM)
ECL-L6sung i
Cumarinsaure 25 pl (90 mM)
H20:2 4 ul (30%iQ)
Kathodenlaufpuffer Tris 0,1M
fur Gelelektrophorese Tricin 0,1M
(pH= 8,25) SDS 0,1% (W/v)
PEI Stamml6sung
PEI 100 mM
(pH=6,5)
Schlaggergel Puffer Tris 3M
(pH= 8,45) SDS 0,3% (w/v)
SDS-Sammelgelpuffer )
Tris 500 mM
(pH=6,8)
SDS-Trenngelpuffer )
Tris 1,5mM
(pH= 8,8)
Stripping Puffer 1 Glycin 200 mM
(pH= 2,8) NaCl 500 mM
Stripping Puffer 2 Glycin 200 mM
(pH= 2,2) NaCl 500 mM
2.1.5 Zellkultur
Tabelle 7 Zellkulturmaterialien
Substanz Hersteller
Accutase® solution Sigma-Aldrich

,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*

DMEM mit 4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamine

und Pyruvate

Thermo Fisher Scientific

Fetales Kalberserum FCS,

Zugabe von 10 % nicht hitzeinaktiviertem Sigma-Aldrich
FCS zum DMEM F7524
Geneticin (G418) Invitrogen

Lipofectamine®2000 Reagent

Thermo Fisher Scientific
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OPTI-MEM | GlutaMAX™ Gibco 51985-026 Thermo Fisher Scientific

,Phosphate Buffered Saline Buffer” (PBS) AppliChem GmbH

Polyethylenimin (PEI) Sigma-Aldrich

Penicillin / Streptomycin Antibiotika-Losung,
Zugabe von 1% Penicillin/ Streptomycin Sigma-Aldrich
LOosung zum DMEM

Trypsin-EDTA-LOsung Sigma-Aldrich

2.1.6 Kits und Assays
Tabelle 8 verwendete Kits, sowie Assays und ihre Bezugsquelle

Kit / Assay Hersteller

High-Capacity cDNA Reverse _ o
L _ Thermo Fisher Scientific
Transcription Kit

Rec-Protein G-Sepharose® 4B Conjugate Invitrogen

CytoTox 96® NonRadioactive _ _
o Promega Corporation, Madison, USA
Cytotoxicitiy Assay Protocol

GenElut™HP Plasmid Midiprep Kit Sigma-Aldrich

CellTiter 96®AQueous One Solution Cell

. . Promega Corporation
Proliferation Assay

2.1.7 Immunhistochemie

Tabelle 9 Immunhistochemische Substanzen

Substanz Hersteller

EnVision™ FLEX Antibody Diluent

_ Agilent Dako, Santa Clara, USA
EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen (DM827)

Entellan VWR (Merck) International GmbH

EnVision™ FLEX Hematoxylin (DM826)

EnVision™ FLEX/HRP (DM822)

EnVision™ FLEX+Mouse (Linker) (DM824)

EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Agilent Dako
Reagent (DM821)

EnVision™ FLEX+Rabbit (Linker) (DM825)

EnVision™ FLEX Substrate Buffer (DM823)
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EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution

(DM828)

EnVision™ FLEX Wash Buffer (DM831)

2.1.8 Antikorper

Tabelle 10 Primarantikorper

Eingesetzte

Protein Spezies Artikelnr. Hersteller Verdinnung
IF/IHC WB
Maus, MAB1501 1:10.00
Aktin Merck KGaA
monoklonal Clone C4 0
_ - Meerschwein-
Adipophilin/ GP40
o chen, Progen 1:25
Perilipi2 602191
polyklonal
Maus, M2 ) )
FLAG-Tag Sigma-Aldrich  1:250  1:1.000
monoklonal F3165
HIF- Hase, EP1215Y
abcam 1:1.000
1-alpha monoklonal Ab51608
HIF- Maus, H1la67 Santa Cruz
_ 1:1.000
1-alpha monoklonal Sc-53546 Biotechnology
HIF- Maus, 54HIF-1a BD
o 1:1.000
1-alpha monoklonal 610959 Biosciences
Hase, Atlas-
HILPDA HPAO010515 o 1:150  1:1.000
polyklonal Antibodies AB
Phospho- Hase, Serl0 Merck
_ - 1:250  1:1.000
Histon H3 polyklonal #06-570 Millipore
Hase, Santa Cruz
GFP Sc-8334 _ 1:100
polyklonal Biotechnology
Maus, 6E2 Cell Signaling
HA-Tag 1:3.000
monoklonal #2367 Technology
Maus, G2 Santa Cruz 1:50-
HIG2 _ 1:1.000
monoklonal Sc-376704 Biotechnology 150
Ki67 Maus, IR629 Dako einsatz-
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Eingesetzte

Laboratories, Inc

Protein Spezies Artikelnr. Hersteller Verdinnung
IF/IHC WB
monoklonal bereit
Meerschwein-
GP29
PLIN 1 chen, Progen 1:50
604201
polyklonal
Hase, Thermo Fisher
Vimentin MAS5-14564 S 1:100
monoklonal Scientific
Tabelle 11 Sekundarantikdrper
Tier- ) Eingesetzte
Name ) Artikelnr. Hersteller
spezies Verdinnung
_ _ Bio-Rad
Anti-Maus Ziege 170-6515 ) 1:3.000
Laboratories, Inc
Anti-Maus IgG
hochgradig  kreuz- Ziege A16078 Invitrogen 1:3.000
adsorbiert
_ _ _ Bio-Rad
Anti-Kaninchen Ziege 170-6516 1:3.000

Tabelle 12 Immunfluoreszenzantikdrper

Eingesetzte

Abkilrzung Bezeichnung  Darstellung Hersteller
Verdlinnung
boron- Lipide in Thermo Fisher
BODIPY _ o L 1:250
dipyrromethene Lipidtropfen Scientific
4',6-Diamidino- DNAin _ _
DAPI ) Sigma-Aldrich  1:10.000
2-phenylindol Zellkernen
Lipid Spot™ Lipide in
PIE =P .p- Biotium 1:1.000
610 Lipidtropfen
Mito view™ _ _ o 100nM (Live
Mitochondrien  Biotium o
633 cell staining)
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Tabelle 13 Sekundarantikorper fur die Immunfluoreszenzfarbung

Eingesetzte

Spezies Fluorophor Artikelnr. Hersteller
Verdinnung

Ziege Anti- Alexa Fluor® _

A11029 Invitrogen 1:100
Maus 488
Ziege Anti- Alexa Fluor® _

A11008 Invitrogen 1:100
Hase 488
Ziege Anti- Alexa Fluor® )

A11030 Invitrogen 1:100
Maus 546
Ziege Anti- Alexa Fluor® )

A11010 Invitrogen 1:100
Hase 546
Ziege Anti-

. Alexa Fluor® _
Meerschwein- o A-21435 Thermo Fisher 1:100
chen
Ziege Anti- Alexa Fluor® )

A31577 Invitrogen 1:100
Hase 635
Ziege Anti- Alexa Fluor® )

A31575 Invitrogen 1:100
Maus 635

2.1.9 Oligonukleotid-Sequenzen

2.1.9.1 Primer-Sequenzen

Oligonukleotid-Primer fur die quantitative Real-Time PCR wurden mit Hilfe des online
Programms Primer-BLAST designt und durch die Firma Sigma-Aldrich synthetisiert
(siehe Tab. 14). Es wurden Stockldsungen mit einer Konzentration von 100uM
angesetzt. Die 100uM Stockldésung wurde 1:20 mit Wasser verdinnt, wobei for und rev

Primer bereits vermischt wurden (z.B. 180pl H20 + 10pl for + 10l rev).

Tabelle 14 Primer-Sequenz

Gen Sequence (5°‘—3) R?
for GGTGTGGTACTGACCCTACTC

rev AGGCGATGGGCTCTCTAGTA

Effizienz [%]

HILPDA 0.987 107.929
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2.1.9.2 siRNA

Die siRNA (Silencer® Select Pre-designed and Validated siRNA, In vitro Ready
Ambion®) wurde von der Firma Ambion bezogen (siehe Tab. 15). Die siRNA wurde
getrocknet geliefert und mit sterilem nukleasefreiem Wasser ein 20 puM Stock
angesetzt und bei -20°C gelagert. Fir die Negativkontrolle wurde ein Pool aus vier
siRNAs (ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool, Dharmacon) verwendet. Der
getrocknete siRNA Pool wurde mit 1x siRNA Puffer (60 mM KCI, 6 mM HEPES-pH 7.5
und 0.2 mM MgCI2) zu einem 20 uM Stock verdiinnt und bei -20°C gelagert.

Tabelle 15 siRNA

Gen SiRNA ID# Bindestelle  siRNA-Sequenz 5‘—3‘
_ 469-487 CUGUCUAACUGGAUGCUCALt
Hypoxia- S26711
- 583-601 GACAGAUUGACCUACGAGULtt
nducible
) 201-219 CCAUCUUCGUUAGAGUGAULt
Protein 2 S26709
315-333 GGUAGAAGCAAUCUCACUALtt
UGGUUUACAUGUCGACUAA
ACCAAAUGUACAGCUGAUU
UGGUUUACAUGUUGUGUGA
ON-TARGETplus
. D-001810- ACCAAAUGUACAACACACU
Non-targeting
1020 UGGUUUACAUGUUUUCUGA
Control Pool
ACCAAAUGUACAAAAGACU
UGGUUUACAUGUUUUCCUA
ACCAAAUGUACAAAAGGAU

2.1.10 Vektoren und Plasmide

Der Ursprungsvektor pcDNA3 wurde jeweils von Thermo Fisher (Invitrogen) bezogen.

1. pcDNA3 HILPDA-FLAG, Grol3e: 5592 bp

Die kodierende Sequenz des FLAG-Epitops wurde zuvor Uber die
Restriktionsschnittstellen Xhol und Xbal in  die multiple cloning site des pcDNAS3
Vektors inseriert. Die vollstdndige cDNA von HILPDA (ohne das Stopcodon) wurde
mittels PCR amplifiziert und in pcDNA3 FLAG Uber die
Restriktionsschnittstellen Hindlll und Xhol inseriert. Die Sequenz von HILPDA ist
hierbei in frame mit dem FLAG-Tag. Es entsteht ein Fusionsprotein aus HILPDA und
dem FLAG-Tag.
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2. pcDNAS3 HILPDA-EGFP, GroR3e: 6278 bp

Die kodierende Sequenz des enhanced green fluorescent protein (EGFP) wurde zuvor
Uber die Restriktionsschnittstellen Xhol und Xbal in die multiple cloning site des
pcDNAS3 Vektors inseriert. Die vollstandige cDNA von HILPDA (ohne das Stopcodon)
wurde mittels PCR amplifiziert und in pcDNA3 EGFP dber die
Restriktionsschnittstellen Hindlll und Xhol inseriert. Die Sequenz von HILPDA ist
hierbei in frame mit der Sequenz von EGFP. Es entsteht ein Fusionsprotein aus
HILPDA und EGFP.

2.1.11 Humanes Lebergewebe

Kryokonserviertes, sowie Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes (FFPE) humanes
Lebergewebe wurde von der Gewebe-Biobank der Universitatsmedizin Mainz zur
Verfiigung gestellt und in Ubereinstimmung mit den Regularien der Gewebe-Biobank
und dem Votum der Ethikkommission der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz
(837.146.17 (10980), sowie dem Nachtrag 2018-13857_1, Antragssteller: Dr. Dirk
Ridder und Prof. Dr. Beate Straub) verwendet. Das Kryogewebe wurde bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Die klinischen Daten der HCC-Patienten entstammen
aus einer prospektiven klinischen Datenerhebung von PD Dr. Arndt Weinmann (1.
Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz) und Prof. Dr. med. Stefan
Heinrich (Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie, Universitatsmedizin
Mainz) [132]. Relevante klinische und pathologische Daten der verwendeten
Lebertumorproben sind in Tab. 16 aufgefuhrt. Die verwendeten Patientendaten
wurden vor der Analyse anonymisiert. Soweit verfugbar wurden mehrere Herdbefunde,
Normalgewebe, Rezidive, Metastasen, tumordse Gefalieinbriiche und dysplastische
Knoten mitgestanzt. Auf 19 TMAs wurden insgesamt tUber 3200 Proben von 561
Patienten, welche sich zwischen 1997 bis 2018 an der Universitatsmedizin Mainz einer
Tumorresektion bzw. einer Lebertransplantation unterzogen, zusammengetragen. Die

mittlere Nachbeobachtungszeit belief sich auf 55,2 Monate.
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Tabelle 16 Charakterisierung des HCC-Kollektivs

Kategorie

Absolute
Patientenanzahl

(prozentualer Anteil)

Gesamtzahl (N)

561 (100%)

Durchschnittsalter in Jahren (Reichweite)

64,6 (56,4 — 70,7)

Geschlecht mannlich 436 (78 %)
weiblich 125 (22 %)
Alkoholabusus 172 (31 %)
HCV (Z.n. HCV) 114 (20 %)
Atiologie HBV (Z.n. HBV) 106 (19 %)
NASH 42 (7,5 %)
Hamochromatose 25 (4,5 %)
A 104 (19 %)
BCLC-Stadien ° 356 (63 %)
C 63 (11 %)
D 38 (6,8 %)
0 399 (69,8 %)
1 137 (24,0 %)
ECOG-Stadien 2 12 (2,2 %)
3 6 (1,1 %)
4 7 (1,3 %)

Leberzirrhose

diagnostiziert

365(65 %)

nicht diagnostiziert

196(35 %)

A 208 (53 %)
Child-Pugh-Score B 144 (37 %)

C 65 (12 %)

Gl 100 (17,5 %)
Grading G2 265 (46,4 %)

G3 116 (20,3 %)

nicht vorhanden 369 (66 %)
tumordse

GefaRinvasion

mikroskopisch

110 (20 %)

makroskopisch

82 (15 %)
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Absolute
Kategorie Patientenanzahl

(prozentualer Anteil)

Portalveneninvasion
(PVT)

Legende: Sofern vorhanden wurden die klinischen Angaben aufgelistet. Angegeben wurde die

65 (12 %)

absolute Anzahl, sowie der prozentuale Anteil am Gesamtkollektiv.

2.1.12 Zelllinien

Tabelle 17 verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Kultiviermedium

HEK293T Embryonale Nierenepithelzellen DMEM 4,5g Glucose
Huh7 Hepatozellulares Karzinom DMEM 4,5¢g Glucose
HepG2 Hepatozellulares Karzinom DMEM 4,5g Glucose

2.1.13 Bakterienkultur
Der kommerziell erhéltliche Escherichia coli Topl0 Stamm One Shot™ ToplO

chemically competent E.coli (#C404003, Invitrogen) wurde verwendet.

2.1.14 Software
Tabelle 18 Software

Programm Herausgeber

Adobe Systems Incorporation,
Adobe® Photoshop CS5 -
San José, Kalifornien

o Swiss Academic Software,
Citavi 6 : :
Zurich, Schweiz

GraphPad Software, San

GraphPad Prism )
Diego, CA

Indica Labs Corrales, NM,
USA

HALO®IMAGE ANALYSIS PLATFORM

Wayne Rasband (NIH),

Image J (64 bit) 1.43
Maryland, USA
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_ ) _ Microsoft Corporation,
Microsoft® Office Professional 2010, tools Excel, o
_ Unterschleil3heim,
PowerPoint and Word
Deutschland

NCBI (National Center for
Biotechnology Information)

Primer-BLAST

QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.4 Thermo Fisher Scientific

QuPath, Quantitative Pathology & Bioimage Analysis  University of Edinburgh

_ Tecan Group, Mannedorf,
Sparkcontrol Version 2.1 .
Schweiz

2.2 Methoden
2.2.1 Mikroskopische Techniken

2.2.1.1 Immunhistochemie

Die in dieser Arbeit verwendeten Tissue Microarrays (TMA) wurden durch das
Pathologische Institut der Universitdtsmedizin Mainz (Dr. Dirk Ridder und Prof. Dr.
Beate Straub) hergestellt. Anhand Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbter Gewebeschnitte,
wurden relevante Bereiche ausgewahlt und doppelt gestanzt, um eine reprasentative

Aussage machen zu kénnen.

Bevor Gewebeschnitte automatisiert mit dem Autostainer (Agilent Dako) gefarbt
wurden, wurden diese zuvor entparaffiniert und rehydriert. Die Gewebeschnitte wurden
bei 60 °C im Brutschrank fur 20 Min. inkubiert, damit tGberschissiges Paraffin vom
Schnitt ablaufen konnte, und im Anschluss auf Raumtemperatur (RT) abgekuhlt. Die
Gewebeschnitte wurden dann mit einer absteigenden Alkoholreihe behandelt, wobei
drei Mal fir 10 Min. mit Xylol, zwei Mal fir 10 Min. mit 100 % Alkohol, zwei Mal fir 10
Min. mit 90 % Alkohol und zwei Mal mit 50 % Alkohol entparaffiniert wurde.
AnschlieRend wurden die Schnitte kurz in Aqua dest. gestellt. In Abhéngigkeit des zu
farbenden Antigens wurden unterschiedliche Vorbehandlungen (,Antigen Retrieval®)
durchgefuhrt. Die Gewebeschnitte wurden entweder in Citratpuffer bei pH 6,1 fur 35
Min. (EnVision FLEX™ Target Retrieval Solution, Low pH) oder in TrissEDTA-Puffer
bei pH 9 fur 20 Min. (EnVision FLEX™ Target Retrieval Solution, High pH) RS mit
Aqua dest. auf 250 ml auffullen) im Dampfgarer bei 97 °C gekocht. Anschliel3end
wurde die Kivette mit dem Gewebe fur 7 Min. unter flieRendem Wasser gekuhlt und

fur 4 Min. in Dako-Waschpuffer gestellt. AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte in
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das Autostainer Gerat dberfihrt und der Lauf des Dako EnVision™ FLEX-
Nachweissystems gestartet. Die Gewebeschnitte wurden anschliel3end fur 3 Min.
gewassert. Die Gewebeschnitte wurden dann mit einer aufsteigenden Alkoholreihe

(vgl. oben) entwéssert und abschlieend mit Entellan eingedeckt.

Die TMA der Immunhistochemischen Farbungen wurden digitalisiert (NanoZoomer-
Series Slide Scanners). Die Immunhistochemie wurde manuell mit dem
Immunreaktivem Score (IRS) ausgewertet (Tab.19). Die Farbeintensitat wurde in drei
Grade eingeteilt und mit dem Punktwert fir den prozentualen Anteil der positiven
Zellen multipliziert (Abb. 5). Bei der Auswertung wurden Galle pigmentierte
Hepatozyten und Lipofuscin nicht gewertet. Nur Hepatozyten bzw. Tumorzellen
wurden bericksichtigt und Bindegewebe, Geféal3e oder Entziindungszellen nicht in die
Auswertung mit einbezogen. Um fir die Auswertung die Patienten anhand ihrer
Expressionsdaten in zwei Gruppen aufteilen zu kénnen, wurde eine Trenngrenze

mithilfe der Charité Cut-off Finder Funktion gezogen [133].

Tabelle 19 Immunreaktiver Score (Remmele und Stegner 1987)

Farbeintensitat| keine schwache maRige starke
ﬁ?ﬂﬁ; = 0 Pkt. = 1 Pkt. =2 Pkt. =3 Pkt
neg. 0 0 0 0
= 0 Pkt.
<10% 0 1 2 3
= 1 Pkt.

10-50% 0 2 4 5
= 2 Pkt.
51-80% 0 3 6 9
= 3 Pkt.
>80% 0 4 8 12
= 4 Pkt.
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Abbildung 5 Intensitatsgrade der immunhistochemischen Farbung von HILPDA.
Dargestellt sind beispielhaft vier verschiedene TMA-Gewebespots einer HILPDA-Immunhistochemie.
IRS-Score links oben. Messbalken jeweils 200 um

Parallel zur manuellen Auswertung wurde eine automatisierte Bildanalyse mithilfe der
Software HALO® (Indica Labs) durchgefihrt. Hierzu wurde der Bereich der Schnitte
eingegrenzt, welcher ausgewertet werden sollte (,Annotation“), und Bereiche von der
Analyse ausgeschlossen, wie beispielsweise Farbeartefakte oder Bindegewebsareale.
Fur jede Farbung war es notwendig die Analyseeinstellungen neu festzulegen
(»Analysis“ ,Settings®). Mit ,Nuclear Stain“ wurde ein Zellkern markiert, um die
Blaufarbung der mit Hamalaun angefarbten Zellkerne zu definieren. Mit ,Positive Stain”
wurde das mit DAB angefarbte Protein einer positiven Zelle markiert. Unter ,Nuclear

Size“, ,Minimum Nuclear Roundness® oder ,Minimum Nuclear OD“ wurden Parameter
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so variiert, dass die erkannte Zellkernzahl der tatsachlichen Zellzahl im Schnitt
entsprach. Mit ,Stain 1 Minimum OD*wurde die Farbeintensitat der Immunhistochemie
in drei verschiedene Intensitatsgrade eingeteilt. Mit ,Real Time tuning“ wurde ein

ausgewabhlter Bereich analysiert und anhand dessen die Einstellungen angepasst.

2.2.1.2 Immunfluoreszenzmikroskopie von Zellkultur und Gewebe

Zellkulturzellen wurden zunachst mit einem Plasmid (1 pug pcDNA) transient transfiziert
und in der Regel 48 h nach der Transfektion fixiert. Die in einer 12-Well Platte, auf
Glasplattchen mit einem Durchmesser von 10 mm ausgebrachten Zellen, wurden
zunachst mit PBS gewaschen. Zur Fixierung wurden pro Well 500 pl einer in PBS
verdunnten 3,7%ige Formaldehydlésung (FA) fir 10 Min. bei RT verwendet. Es folgten
drei Waschschritte mit 500 ul PBS flr jeweils 5 min. Die Zellen wurden bei 4 °C bis zur

Farbung aufbewabhrt.

Zur Anfarbung von Zellkulturzellen wurden zunéchst unspezifische Bindestellen
blockiert und permeabilisiert. In jedes Well wurde 500 ul Blockierlésung (10 % Serum
und 0,1 % Triton in PBS) gegeben und die Zellen fur 30 Min. bei 37 °C inkubiert. 50pl
Primarantikdrperverdiinnung wurden als Tropfen auf ein vorbereitetes Stick Parafilm
gegeben. Die auf Glasplattchen in Wells gewachsenen Kulturzellen wurden trocken
getupft und mit den Zellen nach unten auf den Primarantikdrper gegeben. Bevor das
gleiche Vorgehen mit dem Fluoreszenz-gelabelten Sekundarantikorper wiederholt
wurde, wurden die Zellen gewaschen, indem das Plattchen vorsichtig funfmal in eine
Waschlosung (0,1 % Triton X-100 in PBS) getaucht wurde. Die Sekundarantikorper
wurden mit 1 % Serum und 0,1 % Triton X-100 in PBS verdinnt. Nun wurden die
Glasplattchen erneut finfmal in die Waschlésung getaucht und abgetupft. Schlie3lich
wurden die gefarbten Zellen mit 30 pl Mowiol eingedeckt und tber Nacht bei 4 °C

ausgehartet.

Fur die Vitalmikroskopie von Mitochondrien erfolgte 48h nach transienter Transfektion
von Kulturzellen die Anfarbung der Mitochondrien mittels Live Cell Staining. Das
Medium von vitalen Kulturzellen wurde entfernt und durch vorgewarmtes Medium, in
das 100 nM Mito view™ 633 (Biotium, Verwendung nach Herstellerangaben) gegeben
wurde, ersetzt und fur 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Es folgte die bereits beschriebene
Fixierung und Farbung der Zellen (vgl. oben). Bei dem weiteren Vorgehen musste

insbesondere darauf geachtet werden, lichtgeschitzt zu arbeiten.
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Fur Kryogewebeschnitte wurde mit einem Kryostat 5um dicke Gewebsschnitte
hergestellt, auf Objekttrager (Superfrost) tberfuhrt und entweder bei -80 °C gelagert
oder weiter prozessiert. Zur Fixierung wurde eine 3,7%ige Formaldehydlésung
verwendet und die Gewebeschnitte wurden fur 15 Min. bei RT inkubiert (Fixiermethode
1). In einem alternativen Protokoll (Fixiermethode 2) wurden die Gewebeschnitte mit,
bei -20 °C gelagertem Aceton fir 10 Min. inkubiert und anschlielRend getrocknet oder
zuerst mit Methanol und anschliel3end mit Aceton (ebenfalls bei -20 °C gelagert) fur
jeweils 5 Min. behandelt und ebenfalls getrocknet. Danach schlossen sich bei allen

verwendeten Fixiermethoden vier 5 Min. Waschschritte mit PBS an.

Gewebsschnitte wurden mit einem Fettstift umrandet und fir 5 Min. mit 10 % Serum
und 0,1 % Triton in PBS permeabilisiert und blockiert (Protokoll 1) oder mit 0,05 %
Triton in PBS permeablisiert (Protokoll 2). Im Anschluss folgte eine 45-minitige
Inkubation mit dem Primarantikorper, verdinnt in 10 % Serum und 0,1 % Triton in PBS
(Protokoll 1) oder verdiinnt in PBS (Protokoll 2). Das Gewebe wurde zwei Mal fir 5
Min. mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde das Gewebe fur 45 Min. mit dem
Sekundantikdrper in PBS inkubiert. Erneut folgten zwei 5-minitige Waschschritte mit
PBS, sowie ein 10-mindtiger Waschschritt mit Aqua dest. Die gefarbten

Gewebsschnitte wurden mit Mowiol eingedeckt.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Kultivieren und Passagieren

Die verwendeten Zellkulturen wurden in einem Zellkulturinkubator bei 37 °C und 5 %
CO:z2 kultiviert. Unter dem Lichtmikroskop wurde die Zelldichte jeweils kontrolliert. Bei
einer annahernd 100 % konfluenten 10 cm Schale wurden die verwendeten Zelllinien
drei Mal in der Woche gesplittet (HEK293T 1:10, Huh7 und HepG2 1:5). Hierfur wurden
die Zellen mit 3 ml PBS ohne Calcium gewaschen. Um die Zellen von der Platte zu
l6sen, wurde 1 ml Trypsin auf die Zellen gegeben und gut Uber den gesamten
Zellteppich verteilt und fur 5 Min. bei 37 °C inkubiert. Der Vereinzelungsprozess wurde
unter dem Mikroskop verfolgt. Der Verdau wurde mit ausreichend Medium gestoppt,
die Zellen mit dem Medium von der Platte gewaschen und mithilfe einer Pipette
vereinzelt. In einer neuen 10 cm Schale wurden 9 ml Medium vorgelegt und 1 ml
Zellsuspension zugegeben. Die Zellsuspension wurde gut durchmischt und in den

Inkubator zur weiteren Kultur Uberfihrt.
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2.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 10 pl der hergestellten Zellsuspension (siehe
2.2.2.1.) verwendet. Nachdem die vier auflersten Quadranten der Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt waren, wurde der Mittelwert errechnet. Das Ergebnis wurde
mit 1000 multipliziert und somit die Zellzahl pro ml Zellsuspension ermittelt. Falls die
errechnete Zellkonzentration der gewlnschten Konzentration an Zellen im Medium
ubertraf, konnte mit weiterem Medium die Zellsuspension verdinnt werden. Falls die
Zellkonzentration zu gering war, wurde die Zellsuspension bei max. 1.000 - 1.200
Umdrehungen/Min (U/min) zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Medium

resuspendiert und die Zellsuspension mit gewiinschter Zelldichte neu ausgebracht.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um Zelllinien langfristig zu Lagern wurden diese bei -80°C gefroren. Hierzu wurde eine
annahernd 100 % konfluente 10 cm Platte trypsiniert, die Zellen in 2 ml eines
Kulturmediums mit 20 % FCS und 10 % (v/iv) DMSO resuspendiert und in ein
Kryoréhrchen uUberfuhrt. Es wurde ein Einfrierbehélter, welcher das Abkihlen der
Zellen um je 1 °C pro Min. bis auf -80 °C ermdglichte, verwendet, und am Folgetag die
Zellen fur eine langfristige Lagerung in flissigen Stickstoff Uberfuhrt. Zum schonenden
Auftauen wurde gewarmtes 1ml Medium auf die gefrorenen Zellen gegeben. Nach
dem Adharieren der Zellen nach ca. 45 Min. wurde das Medium gewechselt, um das
DMSO zu entfernen.

2.2.2.4 Transfektion

Um ein bestimmtes Protein in Zellen Uberzuexprimieren wurden mittels PEI-
Transfektion oder einer Transfektion mittels Lipofektamin Expressionsplasmide in die
Zelle einbringen. Polyethylenimin (PEI) ist ein kationisches Polymer, welches aufgrund
der Hydrophilitat auf der DNA kondensiert und Polyplexe bildet. Den DNA-PEI-
Komplex nehmen Zellen mittels Endozytose ins Zytoplasma auf. Wahrend eines

Mitosezyklus kann die DNA nun in den Zellekern gelangen und abgelesen werden.

Zunachst wurde eine definierte Anzahl an Zellen 1d vor geplanter Transfektion
ausgebracht. Die Zelldichte lag bei 70 % Konfluenz (fir Huh 7 Zellen 0,5 * 1076 und
fur Hek293T 2*1076). In ein steriles Reaktionsgefal? wurde die benétigte Menge an
PBS ohne Calcium sowie Plasmid-DNA vorgelegt und gemischt (Tab. 20). Die PEI-
PBS Losung wurde zunachst fur 10 Sek. gemischt und anschliel3end die bendtigte
Menge in die DNA-PBS-LOsung pipettiert. Nachdem das Gemisch durch Pipettieren

vermischt wurde, wurde es fur 5 Sek. gevortext und fur 5 Min. bei RT inkubiert. Nach
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der Inkubationszeit wurden die PEI-PBS-DNA Préazipitate zum Medium auf die Zellen
gegeben und durch Schwenken der Platte homogen verteilt. Nach Inkubation fur 48h
im Brutschrank inkubiert wurden ist das Uberexprimierte Protein ausreichend in der

Zelle vorhanden.

Tabelle 20 PEI-PBS Transfektionsschema

Format DNA (ug) PBS (ul) 1,67mM PEIl in PBS (ul)
10 cm Schale 10 180 216
6 cm Schale 4 72 86,4
6 Well Platte 2 36 43,2
12 Well Platte 1 18 21,6

Bei der Lipofektion bilden Lipide im wassrigen Milieu Mizellen oder Liposomen, welche
mit der DNA in Abwesenheit von Serum komplexieren. Diese Komplexe werden
endozytotisch durch die Zellen aufgenommen. Die transiente Transfektion mit SiRNA
wurde mit Lipofectamine® 2000 durchgefihrt. Hierfir wurde die siRNA in einer
Konzentration von 5nM verwendet. Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen so
ausgebracht, dass eine Zelldichte von 70 % fur die Transfektion gegeben war. Pro
Ansatz wurde 0,75 ml OPTI-MEM Medium in zwei Gefal3e vorgelegt. Anschlie3end
wurde in einem Gefal3 0,75 pl (InM) bzw. 3,75 pl (5nM) des 2 uM siRNA-Stock und im
anderen Gefal3 6 pl Lipofectamin verdinnt. Beide Lésungen wurden gemischt und bei
RT far 10 Min. inkubiert. Das OPTI/Lipofectamin Gemisch wurde zum OPTI/siRNA
Gemisch gegeben und erneut gemischt, sowie fur 20 Min. bei RT inkubiert und mit
PBS gewaschen. Der Transfektionsansatz wurde dann fur 5 h bei 37 °C inkubiert und
anschlielend mit 1,5 ml Nahrlosung aufgefillt. Die Knock-down Effizienz wurde nach
48 bzw. 72 h mittels Real-time PCR Uberprift.

2.2.2.5 Hypoxie-Assays

Hypoxische Kulturbedingungen durch Kultivierung in einem Inkubator bei 1 %
Sauerstoffgehalt erzeugt. Hierbei wurden die Zellen 1 d vor Behandlung ausgesat und
die Zellen bis zu 48 h der Behandlung ausgesetzt. Die Kontrollzellen wurden bei

Normalsauerstoffgehalt von 21 % inkubiert

2.2.2.6 Proliferations-Assays

Die Phosphorylierung des Serins von Histon H3 wahrend der Mitose ist ein gangiger

Marker fur sich teilende Zellen. Auf Glasplattchen ausgebrachte Zellen wurden
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zun&chst transfiziert und nach einer Dauer von 48 h nach Uberexpression mit einem
Plasmid, bzw. nach einem Zeitraum von 72 h nach Herunterregulation mit SiRNA auf
Glasplattchen fixiert und eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt (2.2.1.2). Als
Primarantikdrper diente hierbei ein Anti-Phosphohiston H3 Antikérper. Neben
phosphoryliertem Histon H3 wurde HILPDA und die Zellkerne mit DAPI angefarbt. 10
Bilder von zufallig ausgewéhlten Bereichen wurden in 6,3x Gesamtvergrofierung mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI6000 B) aufgenommen. Die Auswertung der
Versuchsbilder erfolgte mithilfe des Programms Image J (64 bit) 1.43. Anschlie3end
wurde ermittelt, welcher prozentuale Anteil bezogen auf die Gesamtzellzahl fir

Phosphohiston H3 positive Zellkerne aufwies.

2.2.2.7 Migrations-Assays

Um das Migrationsverhalten transfizierter Zellen zu untersuchen, wurden Zellen
zundchst mit den gewunschten Plasmiden transfiziert. Hierzu wurden Inserts
verwendet, die aus zwei benachbarten Kammern bestehen und auf eine 12-Well Platte
gegeben. Am Folgetag der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert, gezahlt und in
die beiden Kammern ausgebracht. Die Zellzahl wurde so gewéhlt, dass am folgenden
Tag eine 100 % konfluente Schicht aus Zellen innerhalb der Kammern erzeugt wurde.
Nach 1 d wurde das Insert entfernt, wodurch in jedem Ansatz ein zellfreier Spalt
definierter Breite (500 um) innerhalb der zellularen Einzelschicht entstanden war.
Direkt nach dem Entfernen des Inserts wurde in 40 x Vergréf3erung ein Bild vom Spalt
gemacht, um die Ausgangsgesamtflache des Spalts zu ermitteln. Anschliel3end wurde
das Migrationsverhalten der sich am Rande des zellfreien Spalts befindlichen Zellen
beobachtet. Die Zellen migrieren so lange bis sich stabile Zell-Zell Kontakte ausbilden.
Zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten wurde erneut ein Bild vom Spalt gemacht. Zu
beachten ist hierbei, dass die Zeitpunkte so gewahlt wurden, dass der Spalt noch nicht
geschlossen war (fir Huh7 Oh, 9h und 23h, fir HEK293T 0 h, 3 h, 6 h und 9 h). Fur
die Auswertung wurde die noch zellfreie Flache des Spalts gegen die Zeit aufgetragen.
Mithilfe der Geradenfunktion konnte der Zeitpunkt ermittelt werden, zu welchem 50 %

der Flache mit Zellen bedeckt war.

2.2.2.8 Herstellung von Zytoblécken

Zur Immunhistochemie von Kulturzellen wurden Zell- oder Zytoblocke hergestellt. Die
Zellen wurden daftr in 10 cm Schalen ausgebracht und ggf. 48 h vor der Herstellung
transfiziert. Die konfluenten Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 1,5 mi

Accutase® fur 10 Min. bei 37 °C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden mit 3,5 ml
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PBS von der Platte gesplilt, in ein Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 1200 U/min
und 4 °C fiir 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit
4ml kaltem PBS gewaschen. Es schloss sich ein Zentrifugierschritt bei 1200 U/min und
4 °C fur 5 Min. an. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 2 ml 3,7%iges
Formalin resuspendiert und fur 15 Min. bei 37 °C fixiert. Nach der Fixierung wurden
die Zellen bei 1200 U/min und 4 °C fur 5 Min. zentrifugiert, in 5 ml PBS resuspendiert
und erneut bei 1200 U/min und 4 °C fur 5 Min. zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml
100 % Ethanol resuspendiert und in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt. Die in Ethanol
geldsten Zellen wurden mit 200 pl 30 % FCS in PBS versetzt und durch Invertieren gut
durchmischt. Nach erneuter Zentrifugation bei 5000 U/min und RT fur 5 Min wurde der
Uberstand abgekippt und das Reaktionsgefal? zum Abtropfen umgekehrt auf ein
Papiertuch gestellt. Das Zellpellet wurde vorsichtig mit einem Spatel aus dem Gefal}
herausgeholt, mittig auf ein wassergetranktes Stiick Vlies platziert, mit 5 pl Hamalaun
betraufelt und in das Vlies eingeschlagen. Das eingepackte Zellpellet wurde in eine

Einbettkapsel gelegt und in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen und Gewebe

Von einer 100 % konfluenten 6 cm Schale wurde das Medium abgesaugt, die Zellen
durch Zugabe von 1000 pl Trizol lysiert und gleichzeitig die RNA vor dem Abbau
geschuitzt. AnschlieRend wurde die Trizol-Zellsuspension in ein DNase/RNase-freies
Reaktionsgefal® Uberfiihrt und bei -80 °C gelagert. Fur alle weiteren Schritte wurden
die Zellen auf Eis gelagert. Es wurde 200pl Chlorophorm hinzugegeben, fir 15 Sek.
gevortext und das Reaktionsgefafld fur 5 Min. auf Eis gestellt, wodurch sich zwei
Phasen bildeten. In der oberen weil3en und wassrigen Phase befinden sich Proteine,
DNA und RNA und in der unteren roten und hydrophoben Phase befinden sich die
tbrigen organischen Zellbestandteile. Um die RNA von Proteinen und DNA zu trennen,
folgte eine 15 Min. Zentrifugation bei 11200 U/min und 4 °C. DNA und Proteine
befanden sich nun in der Interphase zwischen wassriger und hydrophober Phase. Um
ein Vermischen der entstanden drei Phasen zu verhindern, wurde das Reaktionsgefard
sehr sorgféltig behandelt. Die oberste wassrige Phase wurde nun in ein neues 400-
500 pl fassendes Reaktionsgefald Uberfuhrt. Zum Ausféallen der RNA wurde ein ebenso
groR3es Volumen Isopropanol hinzugefugt, durch Invertieren gut gemischt und fur 10
Min. auf Eis inkubiert. Durch die Zentrifugation bei 11200 U/min bei 4 °C fur 10 Min.
préazipitierte die RNA. Das entstandene Sediment wurde 2 x mit 500 pl 80 % Ethanol

42



gewaschen und bei 8800 U/min fur 5 Min. bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
auf der Heizplatte bei 56 °C getrocknet. Zu beachten war, dass das Zellpellet nicht
vollstandig getrocknet sein darf, damit die RNA ldsbar bleibt. Das Zellpellet wurde mit
30-40 ul RNAse/DNAse-freies Wasser zurtickgelost und fur 15 Min. bei 55 °C inkubiert.

2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
Die Konzentrationsbestimmung von RNA bzw. DNA wurde fotometrisch mittels

Spektralphotometer (NanoDrop) durchgefuhrt.

2.2.3.3 cDNA-Synthese bzw. reverse Transkription
Da RNAs sehr anféllig fur Degradation sind, wird die einzelstrangige RNA mittels
reverser Transkription in die wesentlich stabilere doppelstrangige cDNA

umgeschrieben.

Zunéchst wurde ein Master Mix hergestellt, indem die Substanzen wie im Folgenden
(Tab. 21) beschrieben pipettiert wurden. In die Real-Time-PCR Tubes wurde 10 ul des
Master Mix vorgelegt und 2 ug der RNA-Probe dazupipettiert. Abschliel3end wurde das
Volumen mit DNAse und RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl
aufgefullt. Durch Auf- und Abpipettieren wurde der Reaktionsansatz gemischt und
anschlieRend zentrifugiert. Die Reaktion wurde im ThermoCycler mit folgendem
Programm durchgefihrt (25 °C 10 Min; 37 °C 129 min; 85 °C 5 min). Die synthetisierte
cDNA wurde 1:4 mit DNAse/ RNAse-freiem Wasser verdinnt und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 21 Pipettierschema des High-Capacity cDNA Reverse Transkription Kit

Substanz Volumen (ul)
10x RT Puffer 2

10x RT Random Primer 2

25X dNTP Mix 0,8
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1

RNase Inhibitor 1

2.2.3.4 Primervalidierung

Um zu ermitteln, welche Primerpaare geeignet sind, wurden diese folgendermaf3en
validiert: FUr jedes Primerpaar wurde eine Standardkurve mit Hilfe einer
Verdunnungsreihe (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:10.000) einer ausgewahlten cDNA-Probe
erstellt. Die Steigung der Geraden gibt Auskunft Uber die Effizienz der
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Amplifikationsreaktion. Im Rahmen der Primervalidierung zeigte sich, dass das
Primerpaar (2.1.9.1) mit einer Effizienz von 107.929 % fur die weiteren

Untersuchungen mittels real time PCR geeignet war

2.2.3.5 Semiquantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die quantitative Untersuchung der Expression eines bestimmten Gens wurde das
Quant Studio 3 Real-Time PCR System verwendet. Als endogene Kontrolle diente das
Haushaltsgen 18s ribosomale RNA, das unbeeinflusst von den durchgefihrten
Experimenten exprimiert wird. Wie bei jeder PCR findet eine Vervielfaltigung der an
die Primer bindenden cDNA statt. Wahrend der Amplifikationsreaktion interkaliert
SYBR®Green in die doppelstrangige DNA und emittiert ein Fluoreszenzsignal,

welches nach jedem PCR-Zyklus gemessen wird.

Der CT-Wert gibt Auskunft dartiber, ab welchem Zyklus die Fluoreszenzintensitat
erstmals die Fluoreszenzintensitat des Hintergrunds Ubersteigt. Dies ist der Zeitpunkt,
ab welchem die Amplifikation exponentiell stattfindet. Der Startzeitpunkt der
exponentiellen Phase ist wiederum abh&ngig von der Ausgangskopienzahl des PCR-
Edukts. Mittels CT-Wert kénnen somit Umrechnungen in relative Mengeneinheiten

stattfinden.

Mittels Schmelzkurvenanalyse wird bestéatigt, dass die Primer spezifisch binden. Jedes
PCR-Produkt besitzt eine Schmelztemperatur, bei welcher das Produkt zur Halfte
doppel- und zur anderen Halfte einzelstrangig vorliegt. Falls die Schmelzkurve einen
einzigen, schmalen Gipfel aufweist, kann man davon ausgehen, dass die Primer

spezifisch gebunden haben.

Die unter 2.1.9.1 aufgefuihrten Primerpaare (forward und reverse) wurden 1:20 mit
DNAse und RNAse-freiem Wasser verdunnt. Fir den PCR-Ansatz wurde das
Pipettierschema aus Tab. 22 verwendet. Zundchst wurde in die 96-Well-
Reaktionsplatte 9ul Master-Mix ohne cDNA vorgelegt. Die cDNA-Probe wurde
anschlieRend in jedes Well pipettiert. Um Pipettierfehler zu ermitteln, wurden die
Proben in Duplikaten gemessen. AufRerdem wurde eine Wasserprobe als

Negativprobe gemessen, um auszuschlie3en, dass das Wasser kontaminiert ist.

44



Tabelle 22 Pipettierschema eines Ansatzes fur die real-time PCR

Substanz Volumen (ul)
SYBR-Green 5

Primer 0,5
DNAse/RNAse-freies Wasser 3,5

cDNA 1

Die weiteren Schritte folgten nun automatisiert im QuantStudio real-time PCR-Geraét.
Im initialen Stadium wird die Probe fur 3 Min. auf 50 °C temperiert und anschliel3end
far 10 Min. auf 95 °C erhitzt. Im PCR-Stadium erfolgt in jedem Replikationszyklus ftr
15 Sek. eine Erhitzung auf 95°C, gefolgt von 1 Min. bei 60 °C. Das Fluoreszenzlevel
wird nach jedem Zyklus gemessen. Wahrend der Schmelzkurve erfolgen
nacheinander fur 15 Sek. eine Erhitzung auf 95 °C, fur 1 Min. das Abkuhlen auf 60 °C
und abschlieRend erneut eine Erhitzung fir 15 Sek. bei 95 °C. Alle
Temperaturanderungen wurden mit einer Geschwindigkeit von 1,6 °C pro Sek.

gesteuert.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Volllysaten aus Kulturzellen und Gewebe

Um Zellen abzulésen, wurde das Medium abgesaugt und 5ml PBS auf die Zellen
gegeben. AnschlieBend wurde die Zellen vorsichtig mit einem Silikonspatel von der
Platte geschabt, die Zellsuspension wurde in ein Flacon tberfihrt und far 5 Min. bei
1.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet bei -20 °C

gelagert.

Fur die Zelllyse wurde das Zellpellet in Abhangigkeit von der Gro3e in 100-200 ul
Lysispuffer (ColP mit 1 % Triton x-100 und 1:100 Protease- und Phosphataseinhibitor)
resuspendiert. Nun konnte die Lyse mittels Sonifikator (Branson SLPe) fir 10 Sek. bei
10.000 Joule auf Eis erfolgen. AnschlieBend wurde fur 1 Min. bei 1.000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR uberfiihrt. Um die
|6slichen Proteine von den Zelltrimmern zu separieren, folgte ein letzter
Zentrifugationsschritt fur 5 Min. bei 12.000 U/min. Der Uberstand wurde in ein neues

1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt.

Mit einem Kryotom wurden 50 5 um diinne Kryogewebeschnitte angefertigt und in ein

Homogenisatorgefald dberfuhrt. Das gewonnene Material wurde abhangig von der
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Menge mit 500-900 ul Lysispuffer (ColP-Puffer mit 1 % Triton und 1 %
Proteaseinhibitor) verdinnt und mittels Homogenisator bei hochster Stufe bei 6.800
U/min zerkleinert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fur 5 Min. bei 12.000 U/min und
4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfiihrt und das

Zellpellet wurde verworfen.

2.2.4.2 Denaturierende Lyse mit Harnstoff Lammli Puffer

Das geschnittene Gewebe bzw. das geerntete Zellkulturpellet wurde mit
verschiedenen Lysispuffern versetzt. Puffervariante 1 bestand aus einem ColP-Puffer
mit 1 % Triton x-100, 8 M Urea, sowie 1:100 Protease- und Phosphataseinhibitor.
Puffervariante 2 setzte sich aus 6 x SDS-Ladepuffer in ColP-Puffer mit 1 % Triton x-
100 zu einem 2 x Ladepuffer, sowie 1:100 Protease- und Phosphataseinhibitor
zusammen. Anschlie3end folgte der Zellaufschluss mittels Sonifikator (Zellkultur) bzw.
Homogenisator (Gewebe). Da die Gelelektrophorese der Proben ohne
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte, wurden verschiedene Volumina geladen,
bspw. 20 pl, 10 pl, 5 pl und 2,5 pl. Um in jede Tasche das gleiche Volumen zu laden,
wurde jeweils mit ColP-Puffer aufgefullt.

2.2.4.3 Co-Immunprazipitation

Bei der Co-Immunpréazipitation wurde ein Protein mit einem spezifischen Antikdrper
aus einem Zellllysat angereichert. 500ug Protein des Zelllysats wurden mit ColP-Puffer
(0,1% Triton x-100, 1:100 Protease- und Phosphataseinhibitor) auf ein
Gesamtvolumen von 500 pl eingestellt. Das Lysat wurde mit 1 ug Antikorper versetzt
und Uber Nacht auf dem Wippschuttler bei 4 °C inkubiert. In dieser Zeit fand die
Bindung des Antikorpers an das entsprechende Protein statt. Zur Aquilibrierung wurde
zu 25 pl der Beads (Rec-Protein G-Sepharose® 4B Conjugate) 1 ml ColP-Puffer
pipettiert, das Gemisch gut invertiert und bei 1.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Lysat-Antikorper-Lésung auf die Beads gegeben. Es folgt
eine Inkubationszeit von 4 h bei 4 °C auf dem Wippschuttler, in welcher der konstante
Fc-Teil des Antikorper-Antigen-Komplexes durch die Beads gebunden wurde.
Ungebundene Proteine wurden entfernt, indem fanf Mal mit 1 ml ColP-Puffer
gewaschen wurde. Die Elution der an die Beads gebundenen Proteine erfolgte mittels
Gelelektrophorese, daftr wurde 30 pl 2-fach SDS-Ladepuffer zu den Beads gegeben
und das gesamte Gemisch fur 10 Min. bei 95 °C gekocht. Anschlie3end wurde das
gesamte Gemisch auf das Gel geladen. Als Ladekontrolle diente 10 % der fur die IP

eingesetzten Proteinmenge (50 ug des Lysats), welche mit 2-fach SDS-Ladepuffer und
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ColP-Puffer versetzt wurde. Im Anschluss erfolgten SDS-PAGE und Immunblot.
Hierbei ist zu beachten, dass neben der spezifischen Proteinbande auch die schwere
und leichte Kette des eingesetzten IgG Antikorpers detektierbar ist.

2.2.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 3 pl Lysat in 1 ml verdinnter
Bradford-Losung (1:5 mit H20) pipettiert. Eine Eichreihe (0 pl, 2,5 ul, 5 pl, 7,5 pl, 10 pl
und 15 pl) wurde mit dem Eichprotein Rinderserumalbumin (BSA) bekannter
Konzentration (1 pg/ul) pipettiert. Da der Versuch eine zeitabhéngige Reaktion mit
Farbumschlag ist, wurde 1.000 ul der Bradfordldsung moglichst zeitgleich zu jeder
Proteinprobe gegeben. Nach einer funfminitigen Inkubationszeit wurde 200 ul des
Gemischs in eine 96-Well Platte tberfuhrt und mit dem Microplate-Reader Spark
(Tecan) bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Durch die Messpunkte der
Eichreihe wurde eine lineare Regressionsgerade gelegt und deren Funktion bestimmt.
Mithilfe der Geradengleichung und der Absorption der Proben wurde die zugehdrige

Konzentration errechnet.

2.2.4.5 Herstellung von Polyacrylamidgelen sowie Tris-Tricin Gelen
In Abhangigkeit des Molekulargewichts bzw. des Migrationsverhaltens des zu
detektierenden Proteins wird die entsprechende Prozentigkeit des Gels gewahlt.

Generell gilt, je kleiner das Protein, desto héher sollte die Prozentigkeit sein.

Zunachst wurde eine plane Platte und eine Platte mit Abstandshalter in eine
GelgielR3vorrichtung eingespannt und die Dichtigkeit des Systems tberprift. Die fur das
Trenngel verwendeten Substanzen wurden, wie in Tab. 23 aufgefuhrt pipettiert. Die
radikalische Polymerisation erfolgte erst nach Zugabe von APS (10 %) und TEMED.
Die Mischung wurde zwischen die beiden Glasplatten pipettiert, wobei das Trenngel
ca. ¥ des Gesamtgels ausmachen sollte. Um Blasenbildung zu vermeiden und eine
gerade Oberflache des Sammelgels zu erhalten, wurde diese mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach 1 h war das Trenngel fest und das Sammelgel konnte angesetzt
werden (siehe Tab. 23). Das Isopropanol wurde abgegossen und die Oberflache mit
Filterpapier getrocknet. Das restliche Volumen zwischen den Glasplatten wurde mit
Sammelgel geflllt und abschlielend der Kamm von einer Seite ausgehend in das
Polyacrylamidgel geschoben. Nachdem auch das Sammelgel fest geworden war,
wurde das fertige Polyacrylamidgel bis zum Einsatz feucht gehalten und bei 4 °C
aufbewabhrt.
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Tabelle 23 Volumina der pipettierten Substanzen fiir ein Polyacrylamidgel

Trenngel
Substanz Sammelgel
8 % 10 % 15 % 16 %
Reinstwasser (ml) 1,15 2,3 2 1,2 0,7
1,5 M Tris-HCI;
1,3 1,3 1,3 1,3
pH 8,8 (ml)
0,5M Tris-HCI,
0,5
pH 6,8 (ml)
30 % Acrylamid Mix
0,33 1,3 1,7 2,5 3
(ml)
10 %SDS (pl) 20 50 50 50 50
10 % APS (pl) 20 50 50 50 50
TEMED (ul) 2 3 2 2 1

Fur die Auftrennung von Proteinen mit einem sehr niedrigen Molekulargewicht, wurden
Tris-Tricin-Gele verwendet. Hierbei lag die Besonderheit darin, dass ein vom
bisherigen Protokoll abweichendes Verhaltnis von Acrylamid- und Bisacrylamidpulver
verwendet wurde (Tab. 24). Aul3erdem wurde fur die Auftrennung ein empfindliches
Puffersystem aus Anoden- und Kathodenpuffer verwendet. Es wurde ebenfalls mit
dem Trenngel begonnen und dafir AB-6 Puffer, Schlaggergel-Puffer und
Reinstwasser gemischt. AnschlieBend wurde die nétige Menge Harnstoff in der
Mischung geldst. Zum Quervernetzen wurde wieder APS (10 %) und TEMED
hinzugefigt und gemischt. Das Gel sollte ebenfalls % der Gesamtgellange
ausmachen. Das Trenngel wurde mit Isopropanol tberschichtet. Nach ca. 1,5 h war
das Trenngel fest. Fiur das Sammelgel wurden AB-3 Puffer, Schlagergel-Puffer und
Reinstwasser verwendet. Schliel3lich wurden APS (10 %) und TEMED hinzugefigt.
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Tabelle 24 Volumina der pipettierten Substanzen fur vier Tris-Tricin Gele

Substanz Sammelgel Trenngel
Harnstoff (g) 10,8
AB-6 Puffer (ml) 10

AB-3 Puffer (ml) 1

Schlaggergel-Puffer (ml) 3 10
Reinstwasser (ml) 8 10
TEMED (pl) 9 10

APS (ul) 90 100

2.2.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Semi-dry Blotting

Mithilfe einer Gelelektrophorese wurden Proteinlysate von humanem Gewebe oder
Zellkulturzellen dem Molekulargewicht nach aufgetrennt. Um vergleichbare
Ausgangskonzentrationen zwischen den Proben zu schaffen, wurde eine definierte
Gesamtproteinkonzentration mit Lysispuffer auf ein gleiches Volumen eingestellt und
anschlieBend 6 x SDS-Ladepuffer zum Gemisch pipettiert. Damit die Proteine
ausschlief3lich nach dem Molekulargewicht aufgetrennt werden kénnen, tberdeckt das
SDS die Eigenladung der Proteine. Die Proben wurden fur 10 Min. bei 95 °C erhitzt,
um die Tertiar- und Quartar-Struktur der Proteine zu zerstéren. Zudem reduziert das
DTT im 6x Ladepuffer die intramolekularen Disulfidbricken der Proteine. Die
Polyacrylamid-Gele wurden in die Laufkammer eingesetzt und der Tank mit SDS-Page
Laufpuffer beflillt. Nachdem die Geltaschen ausgesptilt waren, wurden diese mit den
Proben sowie einem GroRenmarker beladen. Nun erfolgte durch Anlegen einer
Spannung von 50-60 Volt (Netzteil) die vertikale Elektrophorese. Zunachst wurden die
Proben bei 50-60 Volt (0,01 Ampere) an der Trennlinie zwischen Sammel- und
Trenngel fokussiert. Anschlieend konnte die Spannung auf 100-120 Volt erhoht
werden. Nun wurden die Proteine ihrer molekularen Masse nach im Trenngel
aufgetrennt, wobei kleinere Proteine schneller durch das Gel migrieren. Nachdem die
Lauffront aus dem Gel herausgelaufen war, wurde der Lauf gestoppt, das
Polyacrylamidgel aus der Laufkammer entnommen und das Sammelgel entfernt. Das

Trenngel wurde in eine Schale mit Semidry-Blot Puffer gelegt.

Fiur den Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulosememban wurde das mit Transferpuffer befeuchtete Gel direkt

luftblasenfrei auf die ebenfalls befeuchtete Nitrocellulosemembran gegeben. Membran
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und Gel wurden zwischen jeweils drei Lagen mit Transferpuffer befeuchtetem
Filterpapier gelegt und zwischen zwei horizontalen Plattenelektroden gespannt. Nun
erfolgte der Transfer durch eine senkrecht zum Gel fur 30 Min. angelegte Spannung
von 25 Volt. Die Proteine migrieren Richtung Anode und somit auf die Membran zu.
AnschlieRend wurden die Proteinbanden mittels Ponceau Rot sichtbar gemacht, um
die Auftrennung der Proteine, sowie die Qualitdt des Transfers zu beurteilen. Die
Membran wurde dann mit TBST (TBS + 0,05% Tween 20) entfarbt.

2.2.4.7 Immunblot (Immunblot)

Die zu analysierenden Proteine wurden nun mit einem spezifischen Antikorper
detektiert, um Aussagen UuUber deren molekulare Masse respektive deren
Migrationsverhaltens, sowie der relativen Quantitat treffen zu konnen. Die Membran
wurde Uber Nacht in TBST mit 5 % w/v Milchpulver bei 4 °C auf einen Wippschittler
inkubiert, um freie Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Die Priméarantikdrper
wurden in TBST mit 5 % Milchpulver verdinnt. Die Membran wurde mit 5mi
Primarantikdrperlésung versetzt und fur 1h auf einem Plattformschitter bei RT
inkubiert. Daraufhin folgten drei Waschschritte fir jeweils 10 Min. mit 10 ml TBST bei
RT, um schwach und unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen. Der
Sekundarantikbrper wurde mit TBST + 5 % Milchpulver verdinnt. Der
Sekundarantikérper bindet an die Fc-Region des priméaren Antikérpers. Nach 1h
Inkubation mit 5 ml Sekundarantikdrperlésung folgten erneut drei Waschschritte mit 10
ml TBST fur 10 Min. bei RT.

An den sekundéaren Antikorper ist das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt. Dieses
Enzym katalysiert die Chemolumineszensreaktion (ECL). Fur die Detektion wurde

folgende Losung angesetzt:

Tabelle 25 Ansatz der ECL-LOsung fur die Entwicklung einer Membran

Substanz Volumen
Tris-HCI 10 ml
Luminol 50 pl
Cumarinsaure 25 ul
H20:2 4 ul

Die Reaktion wurde mit der Zugabe von H20:2 gestartet. Die L6sung wurde gemischt
und homogen auf die Membran verteilt. Die Membran wurde far 1 Min. im Dunkeln
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inkubiert, wobei nach der Halfte der Zeit nochmals die ECL-L6sung homogen verteilt

wurde. Die Lumineszenz wurde mithilfe eines Biolmaging-Gerates detektiert.

2.2.4.8 Entfernung gebundener Antikdrper von Nitrocellulosemembranen

Um bereits entwickelte Membranen erneut mit weiteren Antikorpern entwickeln zu
konnen, wurden die gebundenen Primar- und Sekundarantikbper von der
Nitrocellulosemembran entfernt. Dies wurde mittels saurem pH, welcher zur
Denaturierung der gebundenen Antikorper fihrte, umgesetzt. Hierbei inkubierte man
die Membran fur 10 Min. bei RT mit dem Stripping Puffer 1 (pH = 2,8) und anschlie3end
bei RT fur weitere 10 Min. mit dem Stripping Puffer 2 (pH = 2,2). Anschlie3end wurde
die Membran fur 10 Min. in TBST bei RT gewaschen. Nun konnte die Membran erneut

mit Milch blockiert werden.

2.2.5 Statistische Methoden

Die Versuchsergebnisse in Zellkultur sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
angegeben. Zur Prifung der Signifikanz wurde mithilfe der GraphPad Prism software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) der gepaarte t-Test mit unabhangigen
Variablen durchgefihrt. Ein Ereignis mit der Irrtumswahrscheinlichkeit <5 % (p<0.05)
wurde als statistisch signifikant und ein p-Wert von p < 0,001 als hoch signifikant
betrachtet (*p<0.05; **p<0.01 und ***p<0.001). Alle statistischen Berechnungen
beziglich der Patientenkohorte wurden mithilfe der Programmiersprache R (R
Foundation for Statistical Computing, Wien) durchgefuhrt [134]. Mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test wurde getestet, ob die zentralen Tendenzen zweier gepaarter
Stichproben sich unterscheiden. Durch den Kruskal-Wallis-Test wurde analysiert, ob
zwei unabhangige Stichproben hinsichtlich einer ordinalskalierten Variable einer
gemeinsamen Population entstammen. Um die Patienten anhand ihrer
Expressionsdaten in zwei Gruppen aufteilen zu kdénnen, wurde eine Trenngrenze
mithilfe der Charité Cut-off Finder Funktion gezogen [133]. Mittels ,,Cut off finder“wurde
ein IRS-Wert von 3.21 als Grenzwert zwischen hoher und niedriger Farbeintensitat
festgelegt. Als Gesamtiberleben wurde das Intervall zwischen dem Zeitpunkt der
Erstdiagnose und dem Todeszeitpunkt unabhéngig von der Atiologie bzw. der letzten
Verlaufsbeobachtung definiert. Die Uberlebensanalysen wurden nach der Kaplan-
Meier-Methode ermittelt. Der Vergleich der Uberlebensraten der Patientengruppen mit
hoher bzw. niedriger Expression von HILPDA wurde mit dem Log-Rank-Test

durchgefuhrt (Funktion coxph des R package survival; Version 3.2.13, R Foundation
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for Statistical Computing, Vienna, Austria). Uni- und Multivariate Cox-Analysen wurden

mit dem Cox-Regressions-Modell berechnet [135].
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Proteinexpression von HILPDA in situ

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein klinisch und pathologisch gut charakterisiertes
Kollektiv von HCC-Patienten mit tlber 3200 Proben von 561 Patienten mithilfe eines
TMA immunhistochemisch untersucht [136]. Bei der Erstellung des 19 Paraffinblécke
umfassenden TMAs wurden neben einem oder mehreren HCCs das umgebende nicht-
neoplastische  Lebergewebe, @ HCC-Rezidive, @ HCC-Metastasen, tumordse
GefaReinbriiche und dysplastische Knoten mitgestanzt (fiir einen weiteren Uberblick
Uber die Patientenkohorte vgl. Tab. 16, [136]). Mithilfe eines polyklonalen Antikdrpers
(Atlas-Antibodies AB, HPA010515) wurde HILPDA in den Gewebeproben
immunhistochemisch angefarbt, um die klinische und prognostische Relevanz des
Proteins in einem repréasentativen HCC-Kollektiv zu untersuchen und die differentielle
HILPDA-Proteinexpression in den HCC-Proben mit dem Gesamtiberleben der
Patienten korreliert. Mittels immunhistochemischer Farbung liel3 sich HILPDA im
Zytoplasma nachweisen (Abb. 6). Fur die semiquantitative Auswertung der HILPDA-
Expression wurde der IRS verwendet (vgl. Tab. 19).

Nicht-neoplastische Leber

o) Y

Nicht-neoplastische Leber Nicht-neoplastische Leber
oy o

HCC

Abbildung 6: HILPDA-Immunhistochemie im TMA mit humanen HCC- und respektiven, nicht-
neoplastischen  Lebergewebeproben. Gezeigt sind exemplarische  Aufnahmen  der
immunhistochemischen Anfarbung von HILPDA in Stanzen aus dem Paraffinmaterial verschiedener
Patienten der Kohorte.
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5% der HCCs zeigten keine HILPDA-Immunreaktivitat (IRS = 0), wohingegen 65 %
eine schwache (IRS = 1-4), 25 % eine intermediare (IRS = 5-8) und 5% eine starke
(IRS = 9-12) HILPDA-Expression (Methoden, Abb. 5) zeigten. Ein IRS-Wert von 3.21
wurde als Grenzwert zwischen hoher (blau; HILPDA > 3.21) und niedriger (gelb;
HILPDA < 3.21) Farbeintensitat definiert (vgl. 2.2.1, [133]). Um den Zusammenhang
zwischen der Gesamtiuberlebenszeit der HCC-Patienten und dem Immunreaktiven
Score fur HILPDA zu beleuchten, wurde die Uberlebenszeit mittels Kaplan-Meier-
Verfahren analysiert (Abb. 7). Die mittlere Dauer der Nachbeobachtungzeit belief sich
in dieser Kohorte auf 55,2 Monate. Mithilfe Log-rank-Tests konnten die
Uberlebenszeiten der beiden Gruppen verglichen werden. Die
Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit der HCC-Patienten, welche eine hohe HILPDA-
Expression aufwiesen, war signifikant niedriger als die der Patienten mit einer
niedrigen HILPDA-Expression (p = <0.01). Auch in der unabhangigen
Patientenkohorte des ,Cancer Genome Atlas“ (TCGA) zeigte sich eine Assoziation von
hoher HILPDA-Expression auf mRNA-Ebene mit einer kiirzeren Uberlebensdauer der
Patienten (Abb. 8).

Uberlebenswahrscheinlichkeit (%) HILPDA IRS < 3.21 HILPDAIRS > 3.21

100% 4

75% 1 p = 0.0066

50%] -----------TMg oo -

25%1

0%

0 50 100 150 200 250

Zeit (Monate)
Patientenanzahl unter Risiko

220 112 42 16 5 1
309 110 52 18 7 0
0 50 100 150 200 250

Zeit (Monate)

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse der HILPDA-Expression im HCC. Kaplan-Meier-
Gesamtuiberlebenskurve in Bezug auf eine hohe (blaue Kurve; IRS > 3.21) bzw. niedrige (gelbe Kurve;
IRS < 3.21) HILPDA-Expression im HCC. Eine hohe HILPDA-Expression im HCC ist mit einem
kirzerem Gesamtiberleben assoziiert. Aufgetragen ist die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der
Studienteilnehmer (%) gegen die Uberlebenszeit (Monate). Als Startzeitpunkt wurde der Zeitpunkt der
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Erstdiagnose und als Ereigniszeitpunkt der Tod der Patienten definiert. HR 1,37; 95%-KI 1,09 bis 1,72;
Log-rank 0,0066

HILPDA (TCGA) niedrig hoch
Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
100%
p < 0.0001
75% o
50% 4 =-=—=-=-=-== Bl — = = — = = ="=
1 |
1 |
25% 1 |
] I
1 |
0% 4 ! |
0 30 60 90 120
Patientenanzahl unter Risiko Zeit (Monate)
245 84 37 7 1
120 24 3 1 0
0 30 60 90 120
Zeit (Monate)

Abbildung 8: Kaplan-Meier-Analyse der HILPDA-Expression in HCC-Patienten der TCGA-
Datenbank. Kaplan-Meier-Gesamtiiberlebenskurve in Bezug auf eine hohe (blaue Kurve) bzw. niedrige
(gelbe Kurve) HILPDA-Expression auf mRNA-Ebene im HCC. Eine hohe HILPDA-Expression im HCC
ist mit einem kirzerem Gesamtiberleben der HCC-Patienten der TCGA-Datenbank assoziiert.
Aufgetragen ist die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der Studienteilnehmer (%) gegen die
Uberlebenszeit (Monate). Log-rank p <0.0001.

Im HCC-Gewebe war eine signifikant hohere HILPDA-Expression im Vergleich zum
umgebenden nicht-neoplastischen Lebergewebe nachweisbar (vgl. Abb. 9A). In einer
gepaarten Analyse, die sich auf die Falle beschrankte, fur die auch Gewebe von HCC-
Rezidiven bzw. HCC-Metastasen verflugbar war, konnte herausgefunden werden,
dass die HILPDA-Expression im Rezidiv und in Lymphknotenmetastasen jeweils im
Vergleich zum entsprechenden HCC-Primarius signifikant hoher war (vgl. Abb. 9B und
C). Zudem konnte eine Tendenz zu einer erhéhten HILPDA-Expression in
Fernmetastasen im Vergleich zum Primarius nachgewiesen werden (vgl. Abb. 9D, p =
0.1).
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Abbildung 9: Induktion von HILPDA in der Hepatokarzinogenese A) Semiquantitative Analyse der
HILPDA-Expression im HCC-Priméartumor (Primarius, n = 529) im Vergleich zum angrenzenden nicht-
neoplastischen Lebergewebe (n = 534) mittels Immunhistochemie. HILPDA ist im HCC im Vergleich
zum respektiven nicht-neoplastischen Lebergewebe signifikant induziert (p<0.0001, Wilcoxon-Test).
B/C/D) Semiquantitative Analyse der HILPDA-Expression von primaren HCCs im Vergleich zu HCC-
Rezidivtumoren (B), Lymphknotenmetastasen (C) und Fernmetastasen (D). Rezidive und
Lymphknotenmetastasen wiesen eine signifikant hthere Expression als der jeweilige Primarius auf (B
und C p<0.05, gepaarter Wilcoxon-Test). Fernmetastasen zeigten einen Trend zu hdherer Expression
im Vergleich zum jeweiligen primaren HCC (D, p = 0.1, gepaarter Wilcoxon-Test).

Ob bestimmte klinische Parameter einen Einfluss auf die HILPDA-Expression haben,
wurde im Folgenden untersucht (vgl. Abb. 10). Sowohl im Primarius als auch im nicht-
neoplastischen Lebergewebe konnten keine signifikanten Unterschiede der HILPDA-
Expression zwischen Patienten mit und Patienten ohne nichtalkoholische
Steatohepatitis (NASH) festgestellt werden (vgl. Abb. 10A/B). Lediglich eine Tendenz
zu einer erniedrigten HILPDA-Expression im Lebergewebe von Patienten mit einer
NASH war nachzuweisen. Die HILPDA-Expression im HCC-Gewebe und
Lebergewebe von HCV-Patienten war signifikant héher als bei Patienten ohne eine
HCV-Infektion (vgl. Abb. 10C/D). Hamochromatose-Patienten zeigten im umliegenden
Lebergewebe eine niedrigere HILPDA-Expression (vgl. Abb. 10E). Vorerkrankungen

wie Leberzirrhose oder Diabetes mellitus, sowie andere potenzielle Einflussfaktoren
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wie das Geschlecht, der BCLC-Status oder Alkohol- und Nikotinabusus hatten keine

Auswirkung auf die HILPDA-Expression im HCC-Gewebe.
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Abbildung 10: Assoziation von chronischen Lebererkrankungen mit der HILPDA-Expression.
Semiquantitative Analyse der HILPDA-Expression in primdren HCCs und im angrenzenden nicht-
neoplastischen Lebergewebe (NL) in Bezug auf das Vorliegen unterschiedlicher chronischer
Lebererkrankungen (Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH; A/B), Infektion mit Hepatitis-C-Virus
(HCV; CI/D) hereditare Hamochromatose (HH, E/F)). Die entsprechenden Fallzahlen (n), der
verwendete statistische Test und der entsprechende p-Wert sind in den einzelnen Abbildungen
dargestellt.

Die HILPDA-Expression im HCC-Gewebe wurde nun unter dem Aspekt prognostisch
relevanter pathologischer Kriterien untersucht (vgl. Abb. 11). Eine hohe Expression
des Enzyms Glutaminsynthetase, einem Surrogatmarker fir eine Aktivierung des Wnt-
Signalwegs, ging mit einem signifikant niedrigeren Immunreaktiven HILPDA-Score
einher (A, p<0.01). Passend dazu konnte auch in der TCGA-Kohorte auf mMRNA-Ebene
eine erhohte HILPDA-Expression in TP53- mutierten HCCs, sowie eine erniedrigte
HILPDA-Expression in CTNNB1-mutierten HCCs gefunden werden (vgl. Abb. 12).
Schlecht differenzierte HCCs (G3) wiesen im Vergleich zu gut (G1) und maRig (G2)
differenzierten HCCs eine signifikant hohere HILPDA-Expression auf (B, p<0.001).
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Auch Tumoren mit einer mikro- (V1) oder makroskopischen (V2) Gefal3invasion

zeigten eine signifikant hohere HILPDA-Expression (C, p<0.01).
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Abbildung 11: Assoziation von pathologisch relevanten Kriterien mit der HILPDA Expression.
Eine hohe HILPDA-Expression geht im HCC mit einer niedrigeren Glutaminsynthetase-Expression (A),
einem hoheren Tumorgrading (B) und dem Auftreten einer Gefa3invasion (C) einher. A) Quantitative
Analyse der HILPDA-Expression in Relation zur Glutaminsynthetase-Uberexpression (GS neg.: n =420,
pos.: n = 112). B) Quantifizierung der HILPDA-Expression in HCCs verschiedener Tumorgradings (G1:
n = 100, G2: n = 265, G3: n = 116). C) Quantifizierung der HILPDA-Expression in Bezug zur
GefaRinvasion (VO: n = 341, V1: n =107, V2: n = 80).
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Abbildung 12: HCCs mit TP53-Mutation zeigen eine erhdhte und HCCs mit CTNNB1-Mutation
eine niedrigere HILPDA-Expression in der TCGA-Kohorte. Analyse der HILPDA-mRNA-Expression
im HCC-Gewebe der TCGA-Kohorte im Zusammenhang mit TP53 und CTNNB1-Mutationen im
Vergleich zu HCCs mit dem jeweiligen Wildtyp-Allel (wt). (p<0.001, Wilcoxon-Test).

3.2 Nachweis von HILPDA in vitro

Um HILPDA in vitro zu untersuchen, war es eine notwendige Voraussetzung, einen
HILPDA-AnNtikdrper zu identifizieren, welcher zuverlassig das zu erforschende Protein
binden konnte. Zur Validierung der verschiedenen HILPDA-Antikbrper wurden

Immunblot-Analysen durchgefuhrt. Zum Nachweis von endogenem HILPDA in vivo,
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wurden Lysate aus nicht-neoplastischem Leber-, HCC- und HCA-Gewebe hergestellt.
Der polyklonale HILPDA-Antikdrper von Atlas-Antibodies AB (HPA010515) wurde
verwendet, der ebenfalls fur die immunhistochemischen Farbungen der TMAs
eingesetzt worden war. Im Immunblot konnte jedoch keine Proteinbande mit dem
erwarteten Molekulargewicht (~7 kDa) detektiert werden (vgl. Abb. 13A). Parallel dazu
wurden Huh7- und Hek293T-Zellen mit einem neu kreierten HILPDA-FLAG-Plasmid
transfiziert und Zelllysate gewonnen. Durch transiente Transfektion wurde das FLAG-
markierte HILPDA-Protein in den Zellkulturlinien exprimiert und bei 10 kDa in vitro
nachgewiesen (vgl. Abb. 13B). Auch eine vierstindige Hypoxie fuhrte in Zellkultur nicht

zu einer im Immunblot nachweisbaren Induktion des endogenen HILPDA-Proteins.

Um einen zweiten, monoklonalen HILPDA-Antikdrper (Santa Cruz Biotechnology, G2
Sc-376704) zu validieren, wurden Gewebeschnitte immunhistochemisch mit beiden
Antikorpern gefarbt, sowie vergleichende Immunblot-Analysen unternommen. Es
zeigte sich sowohl im Immunblot als auch in der Immunhistochemie, dass beide
Antikbrper das Protein HILPDA spezifisch binden, weshalb die folgenden
Untersuchungen mit dem monoklonalen Antikdrper (G2 Sc-376704) angestellt werden
konnten (vgl. Abb. 13C und D).

Neben dem bereits erwdhnten HILPDA-FLAG-Plasmid wurde ein weiteres Plasmid
konstruiert, pcDNA-HILPDA-EGFP, zur fluoreszenzmikroskopischen Kontrolle. Beide
Plasmide regulierten durch transiente Transfektion in Huh7-Zellen die HILPDA-
Expression hoch und konnten das Expressionsprodukt mithilfe des monoklonalen
Antikorpers bei 10kDa (HILPDA-FLAG) bzw. bei 35kDa (HILPDA-EGFP) spezifisch
nachweisen (vgl. Abb. 13E und F).
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Abbildung 13 HILPDA-Detektion mittels Immunblot.

A) Immunblotanalyse von HILPDA (polyklonaler AK, Atlas-Antibodies AB, HPA010515 (1:2000)) in
nicht-neoplastischem Lebergewebe (NL), in einem Hepatozellularem Adenom (HCA) und
Hepatozellularen Karzinomen (HCC). 75 ug Proteinlysat wurden auf ein 18%iges SDS-Gel geladen. B)
Immunblotanalyse von HILPDA (monoklonaler Antikérper) in 4 h unter Normoxie oder Hypoxie
kultivierten Huh7- und HEK293T-Zellen, sowie mit pcDNA-HILPDA-FLAG transfizierten Huh7- und
HEK293T- Zellen. 40 ug Proteinlysat wurde auf ein Tris-Tricin Gel geladen. C/D) Immunblotanalyse von
HILPDA (C: polyklonaler AK, Atlas-Antibodies AB, HPA010515 (1:1500) und D: monoklonaler AK, Santa
Cruz Biotechnology, G2 Sc-376704 (1:1000)) in nicht-neoplastischem Lebergewebe, vier
verschiedenen HCC-Proben, sowie einer Probe mit pcDNA-HILPDA-FLAG transfizierten HEK293T-
Zellen. Es wurde 30 pg Proteinlysat auf ein Tris-Tricin-Gel geladen. E/F) Immunblotanalyse von HILPDA
(monoklonaler Antikdrper) in mit pcDNA-HILPDA-FLAG und pcDNA-FLAG (E) bzw. pcDNA-HILPDA-
EGFP und pcDNA-EGFP (F) transfizierten Huh7 Zellen (50 pg Proteinlysat Tris-Tricin-Gel). Aktin diente
als Ladekontrolle.

Um das Expressionsniveau von HILPDA auf mRNA-Ebene zu untersuchen, wurden
14 HCC-Proben und 15 Proben respektives nicht-neoplastisches Lebergewebes
verwendet. Die mRNA-Expression von HILPDA im HCC wies gréf3ere Schwankungen
auf als die mRNA-Expression im Lebergewebe. Um einen statistischen Vergleich zu
ziehen, wurde ein Mittelwert aus den mRNA-Expressionsdaten der Einzelproben eines
Gewebetyps genommen (Abb. 14). Es zeigte sich ein starker Trend zu einer héheren
Expression von HILPDA auf mRNA-Ebene in den HCC-Proben im Vergleich zum
umliegenden nicht-neoplastischen Lebergewebe, wenngleich das Signifikanzniveau

von <0.05 nicht erreicht wurde.
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Abbildung 14: HILPDA-mRNA weist eine Tendenz zu hdherer Expression in HCC-Proben im
Vergleich zum umliegenden nicht-neoplastischen Lebergewebe auf. Semiquantitative real-time
PCR der HILPDA-mRNA in humanen HCC-Proben (n = 14), sowie den dazugehdrigen nicht-
neoplastischen Lebergewebe (n = 15). Dargestellt sind die Mittelwerte aus den absoluten. Die Messung
der einzelnen Proben erfolgte jeweils in Triplikaten.

Um zu untersuchen, ob in den Proben ein hohes Expressionsniveau auf mMRNA-Ebene
mit einer hohen HILPDA-Proteinkonzentration korrelierte, wurden Immunblot-
Untersuchungen angestellt. Die HCC-Proben mit dem hdchsten Expressionsniveau
von HILPDA auf mRNA-Ebene wurden mit verschiedenen Protokollen einer
denaturierenden Lyse mit Harnstoff- und Lammli-Puffer ausgetestet (siehe 2.2.4.2).
Trotz Variation der Aufbereitung liel3 sich endogenes HILPDA-Protein im Immunblot

nicht nachweisen.

3.3 Induktion von HILPDA durch Hypoxie

Die Steuerung der HILPDA-Expression unterliegt unterschiedlichen Mechanismen,
darunter im Rahmen einer Hypoxie [94]. Im HCC-Kollektiv der TCGA-Patientenkohorte
lie3 sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der HILPDA-mRNA im HCC
und dem Winter Hypoxie-Score, der auf der Expression verschiedener Hypoxie-
regulierter Gene basiert, feststellen [137] (vgl. Abb. 15A). Ein Ziel der vorliegenden
Arbeit war es nun zu zeigen, dass durch ein hypoxisches Milieu die HILPDA-
Expression in den HCC-Zelllinien Huh7 und HepG2 induziert werden kann. Daflr
wurden Huh7- und HepG2-Zellen in einem Inkubator mit einem Sauerstoffgehalt von
1 % kultiviert und mittels Immunblot HIF1a, der wichtigste Marker fur Hypoxie und
Faktor bei der hypoxievermittelten Induktion von HILPDA analysiert. Im Immunblot lief3
sich in den unter Hypoxie kultivierten Zellproben HIF1a auf der Hohe von 130 kDa

nachweisen, jedoch wurde das Expressionsmaximum von HIF1a in HepG2- und Huh7-
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Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten erreicht (vgl. Abb. 15B). HepG2- und Huh7-
Zellen wurden fur 25 h in hypoxischem Milieu kultiviert, jedoch war sowohl unter
Normoxie als auch Hypoxie HILPDA mit Immunblot nicht nachweisbar (vgl. Abb. 15C).
Auch mittels Immunoprézipitation mit einem anti-HILPDA-Antikorper konnte HILPDA

nicht angereichert und damit nicht nachgewiesen werden (vgl. Abb. 15D).
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Abbildung 15: Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der HILPDA-Expression und
Hypoxie in HepG2-, HEK293T- und Huh7-Zellen

A) Streudiagramm des Winter Hypoxie Scores (x-Achse) und der HILPDA mRNA-Expression (y-Achse)
in HCCs des TCGA-Kollektivs (r = 0.55, p<0.0001). B) Immunblotanalyse von HIFla (Antikérper
ab51608) in fir 4 h, 8 h und 10 h bei Normalsauerstoffgehalt von 21 % (Norm) oder in einem
hypoxischen Milieu mit 1 % Sauerstoffgehalt (Hyp) kultivierten Huh7- und HepG2-Zellen. Jeweils 30 pg
Proteinlysat wurde auf Tris-Tricin Gele geladen. C) Immunblotanalyse von HILPDA (monoklonaler AK,
Santa Cruz Biotechnology, G2 Sc-376704) in HEK293T-, HepG2- und Huh7-Zellen, welche fur 25h bei
Normalsauerstoffgehalt von 21 % (-) oder in einem hypoxischem Milieu bei 1 % Sauerstoffgehalt (+)
kultiviert wurden. Es wurde jeweils 40 pg Proteinlysat auf ein Tris-Tricin Gel geladen. D)
Immunblotanalyse von HILPDA (monoklonaler AK, Santa Cruz Biotechnology, G2 Sc-376704) in
HEK293T-, HepG2- und Huh7-Zellen, welche fur 25 h bei Normalsauerstoffgehalt von 21 % (-) oder in
einem hypoxischem Milieu mit 1 % Sauerstoffgehalt (+) kultiviert wurden. Durch Co-Immunprazipitation
(IP) wurde HILPDA mithilfe eines spezifischen Antikérpers aus den Zelllysaten angereichert und auf ein
Tris-Tricin Gel geladen. Als Kontrolle (LK) diente 10 % der fur die IP eingesetzten Proteinmenge (50 pg
des Lysats). Aktin diente jeweils (B, C, D) als Ladekontrolle

Da mittels Immunblot-Analysen keine Induktion von HILPDA durch Hypoxie
nachweisbar war, wurde das HILPDA-Expressionsniveau auf mRNA-Ebene mittels
semiquantitativer real-time PCR untersucht. Um herauszufinden zu welchem Zeitpunkt
die Induktion maximal war, wurden Huh7- und HepG2-Zellen fir 21h, 24h und 27h bei
1% Sauerstoffgehalt inkubiert. Das Induktionsmaximum fur HILPDA lag fur HepG2-
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und Huh7-Zellen bei 27 h unter hypoxischen Bedingungen. In HepG2-Zellen
vervielfachte sich die HILPDA-mRNA Konzentration um den Faktor 3 und in Huh7-
Zellen um den Faktor 5 im Vergleich zu Kontrollzellen. Das Ergebnis wurde in HepG2-
und Huh7-Zellproben in Triplikaten fir 27 h unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen validiert (vgl. Abb. 16). Die Zellen zeigten unter hypoxischen
Kulturbedingungen in Vergleich zu Normoxie ein signifikant hoheres HILPDA-mRNA-

Expressionsniveau.

A p** =0.0038 B p*= 0.0452
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Abbildung 16: Semiquantitative real-time PCR von HILPDA auf mMRNA-Ebene in Zellen der Linien
Huh7 (A) sowie HepG2 (B) unter Hypoxie-Bedingungen im Vergleich zu zur Kultivierung unter
Normoxie-Bedingungen. Die relative Anderung (foldchange) der HILPDA mRNA-Menge unter
Hypoxie (1 % O2) im Verhdltnis zur Kultivierung unter Normoxie (21 % Oz). Die Zellen wurden in
Triplikaten fur 27 h kultiviert in Triplikaten gemessen. t-Test, ** p<0,001, * p<0.05

Um den Einfluss von Sauerstoffmangel auf die Morphologie hepatozellularer Zellen zu
veranschaulichen, wurden lichtmikroskopische Aufnahmen nach 24h sowie 48h bei
1% Sauerstoffgehalt im Vergleich zu 21% Sauerstoff angefertigt. Die Zellen der Linien
Huh7 und HepG2 zeigten unter Hypoxie eine geminderte Zelldichte im Vergleich zu
Kontrollzellen bei Normoxie. Nach 48h adharierten keine vitalen Huh7-Zellen mehr auf
der Platte (vgl. Abb. 17 und 18).
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Abbildung 17: Einfluss von Hypoxie auf die Morphologie von Zellen der Linie HepG2.
Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen von HepG2-Zellen nach Kultivierung fir 24 h und 48 h
bei einem normalen Sauerstoffgehalt von 21 % (Normoxie), sowie bei einem Sauerstoffgehalt von 1 %
(Hypoxie). Mal3stab: 200 um.
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Abbildung 18: Einfluss von Hypoxie auf die Morphologie von Zellen der Linie Huh7.
Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen von Huh7-Zellen nach Kultivierung bei
Normalsauerstoffgehalt von 21 % (Normoxie), sowie bei einem Sauerstoffgehalt von 1 % (Hypoxie) fur
24 h und 48 h. Nach 48 h unter Hypoxie I6sten sich die Huh7-Zellen von der Platte ab. MaRstab: 200um.
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3.4 Lokalisation von HILPDA in vivo und in vitro

HILPDA lokalisiert vor allem an Lipidtropfen in Adipozyten, Hepatozyten sowie Zellen
der Linie HeLa [94, 97-99]. Um die Lokalisation von HILPDA in Zellen der Linien Huh?7,
HEK293T und HepG2 =zu visualisieren, wurde das Protein mittels
Immunfluoreszenzfarbung und Konfokalmikroskopie sichtbar gemacht. Dafir wurde
anhand der Zelllinie Hek293T, welche sich besonders effizient transfizieren liel3, die
Bedingungen der Farbemethode optimiert. Im Anschluss wurden die humanen HCC-
Zell-Linien Huh7 und HepG2 verwendet. Mithilfe eines HILPDA-GFP-Plasmids wurde
eine transiente Uberexpression erreicht. HILPDA-GFP war hierbei an Lipidtropfen

angelagert und zusatzlich im Zytoplasma nachweisbar (vgl. Abb. 19).
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Abbildung 19: Konfokale Laserscanning-Immunfluoreszenzmikroskopie der HILPDA-GFP-
Uberexpressionskonstrukte und von Lipidtropfen in Zellen der Linien Huh7, HEK293T und
HepG2. (DAPI: Zellkerne; Lipid Spot: griin, Lipidtropfen HILPDA: griin (Alexa Fluor 546)). Maf3stab: 10
pm.

Um endogenes HILPDA immunhistochemisch anzufarben, wurden Zellblocke
hergestellt. In HepG2-Zellen schien die Konzentration an endogenem HILPDA héher
zu sein als in den Huh7- und HEK293T-Zellen. HILPDA wies in HepG2-Zellen ein
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zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf. Der Gehalt an endogenem HILPDA schien

zwischen den einzelnen Zellen zu variieren (vgl. Abb. 20).

Abbildung 20: Immunhistochemie von endogenem HILPDA in Zellen der Linie HepG2.
monoklonaler Antikdrper (Santa Cruz Biotechnology, G2 Sc-376704) 1:150, bei pH 6, Herstellung von
Formalin-fixierten-Paraffin-eingebetteten Zellpellets. Maf3stab: 50 pum.

Da die Lokalisation von Uberexprimierten und getaggten Proteinen in Zellkultur nicht
der Lokalisation endogener Proteine entsprechen muss, da durch die Transfektion die
Verteilung in der Zelle beeinflusst werden kdnnte, wurde das Verteilungsmuster des
endogen vorkommenden HILDPA im humanen HCC-Gewebe mittels IF untersucht.
Um HILPDA auch in vivo zu lokalisieren, wurden Kryogewebeschnitte von HCCs
hergestellt, die auf mMRNA-Ebene einen hohen HILPDA-Gehalt aufgewiesen hatten
hergestellt. Hierbei wurden verschiedene Fixier- und Permeabilisierungsschritte
getestet. Endogenes HILPDA war zytoplasmatischen, sowie ein intensiviertes
HILPDA-Signal um Lipidtropfen verschiedener Gro3e nachweisbar (vgl. Abb. 21).
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Abbildung 21: Konfokale Laserscanning-Immunfluoreszenzmikroskopie von endogenem
HILPDA und Lipidtropfen im humanen HCC-Gewebe. Das Gewebe wurde mit 3,7%ige
Formaldehydlésung fixiert (Protokoll 1) und anschlieBend mit einer Lésung aus 10 % Serum / 0,1 %
Triton permeabiliesiert (Protokoll 1 (2.2.1.2.)). (DAPI: Zellkerne; BODIPY: grin, Lipidtropfen; HILPDA:
rot (Alexa Fluor 635)). MaR3stab: 10um.

Da HILPDA nicht ausschlielich an Lipidtropfen assoziiert, wurden weitere
Kolokalisationsstudien durchgefuhrt. Hierbei  wurde mittels Mehrfach-
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht, inwieweit HILPDA mit Mitochondrien
kolokalisiert, jedoch war keine Kolokalisation mit mitochondrialen Markern (Mito View)
nachweisbar (vgl. Abb. 22).
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Abbildung 22: Konfokale Laserscanning-Immunfluoreszenzmikroskopie von HILPDA und
Mitochondrien nach Uberexpression von HILPDA-FLAG in Zellen der Linien Huh7, HEK293T und
HepG2. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie nach Uberexpression von HILPDA-FLAG in Huh7-,
HEK293T- und HepG2-Zellen (DAPI: Zellkernen; Mito View: rot, Mitochondrien; HILPDA: griin (Alexa
Fluor 488)). MalRstab: 10 um.

10 um

Zudem wurde in HCC-Gewebe HILPDA mit dem in Zellen mesenchymalen Ursprungs
vorkommende Zytoskelettprotein Vimentin angeféarbt, um herauszufinden, in welchem
Zelltyp HILPDA vorkommt. HILPDA war nicht in Vimentin-positiven Zellen erhéht und

entsprechend in Vimentin-negativen Karzinomzellen exprimiert (vgl. Abb. 23).

Um die Interaktion von HILPDA mit Lipidtropfen-assoziierten Proteinen zu
untersuchen, wurden HILPDA wund PLIN1 (PLIN1) in HCC-Gewebe uber
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Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. HILPDA und PLIN 1 waren partiell an
Lipidtropfen kolokalisiert (vgl. Abb. 24).

Uberlagerung

DAPI

HILPDA

Abbildung 23: Konfokale Laserscanning-Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie von HILPDA und
Vimentin in HCC-Gewebe. Das Gewebe wurde mit 3,7%ige Formaldehydldsung fixiert (Protokoll 1)
und anschlieBend mit einer Lésung aus 10 % Serum / 0,1 % Triton permeabiliesiert (Protokoll 1

(2.2.1.2.)). (HILPDA: rot (Alexa Fluor 546) und Vimentin: griin (Alexa Fluor 488); DAPI: Zellkerne)
Malstab: 25 um.
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Abbildung 24: Konfokale Laserscanning-Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie mit Anféarbung
von HILPDA und PLIN1 im HCC. Das Gewebe wurde mit 3,7%ige Formaldehydldsung fixiert (Protokoll
1) und anschlieBend mit einer Lésung aus 10 % Serum / 0,1 % Triton permeabiliesiert (Protokoll 1
(2.2.1.2))). (HILPDA: griin (Alexa Fluor 488) und PLIN 1: rot (Alexa Fluor 555); DAPI: Zellkerne).
Maflstab: 10 um.

3.5 Funktionsanalyse der Uberexpression von HILPDA in vitro

Ziel der folgenden in vitro Versuche war es ein Erklarungskonzept dafir zu entwickeln,
weshalb die Uberlebenswahrscheinlichkeit der HCC-Patienten, welche eine hohe
HILPDA-Expression aufwiesen, signifikant niedriger war als die der Patienten mit einer
geringeren HILPDA-Expression. Zur Frage des Einflusses von HILPDA in vitro wurden
verschiedene Funktionsanalysen durchgefiihrt. Um die Funktionalitat des HILPDA-
Uberexpressionskonstrukts nachzuweisen, wurde zunéchst untersucht, ob der bereits
durch La Rosa Rodriguez und Koautoren beschriebene Einfluss der Uberexpression
von HILPDA auf den zellularen Lipidhaushalt in HepG2-Zellen bestétigt werden konnte
[102]. AnschlieRend wurden Assays etabliert, die das Migrationsverhalten und die
Proliferationsrate nach einer Transfektion mit dem HILPDA-Plasmid untersuchen. Um
zu uUberprufen, welchen Einfluss das endogen vorhandene HILPDA hat, erfolgte

schlie3lich ein Gene Silencing mittels small interfering RNA (SiRNA).
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3.5.1 Quantifizierung der LipidtropfengréRe unter HILPDA-Uberexpression in HepG2-
Zellen
La Rosa Rodriguez und Koautoren konnten durch Uberexpression von HILPDA mittels
Adenovirus und 8-stiindige Olsaurebehandlung eine signifikante Zunahme der
Lipidtropfengrof3e feststellen [102]. Nach einer Transfektion mit pcDNA HILPDA-FLAG
bzw. Leervektor wurden HepG2-Zellen mit konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
beurteilt und die durchschnittliche Lipidtropfengrof3e quantifiziert (Abb. 25A). HepG2-
Zellen, die HILPDA Uuberexprimierten, zeigten signifikant gréf3ere Lipidtropfen im
Vergleich zu den Kontroll- HepG2-Zellen (Abb. 25B; p < 0.001). Das
Uberexpressionskonstrukt kann also in die Vorgange des Zellstoffwechsels eingreifen

und ist also funktionell aktiv.

Neben der Zunahme der Lipidtropfengrof3e war durch die transiente Transfektion mit
dem HILPDA-Plasmid auch die Zell-Kernmorphologie stark verandert. Um
herauszufinden, ob die Effekte auf den Zellkern damit in Zusammenhang standen, wie
lange HILPDA in den Zellen Uberexprimiert wurde die Expressionsdauer des
Transfektionsprodukts auf 24 h halbiert und die Zellen identisch untersucht. Das
beobachtete Phanomen liel3 sich auch bei Variation der Expressionszeit reproduzieren
(Abb. 26A). Eine Uberexpression von HILPDA hatte auch in Huh7-Zelllinie, einen
Einfluss auf die Morphologie des Zellkerns (Abb. 26B), woraus man schlieBen kann,

dass dieser Effekt generell und unabhangig von der verwendeten Zelllinie ist.
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Abbildung 25: Einfluss der Uberexpression von HILPDA auf die LipidtropfengréRe von HepG2-
Zellen. A) Konfokale Laserscanning-Fluoreszenzmikroskopie von HepG2-Zellen nach Uberexpression
von HILPDA-FLAG fiir 48 h (obere Zeile), sowie nach Transfektion mit pcDNA-FLAG als Kontrolle
(untere Zeile) (HILPDA: rot (Alexa Fluor 546); DAPI: Zellkerne; BODIPY: griin,Lipidtropfen). MaR3stab:
15 um. B) Die mittlere LipidtropfengroRe in pm2 einer HepG2-Zelle ist dargestellt. Zellen wurden
verglichen, die mit pcDNA-HILPDA-FLAG (links), sowie dem Kontrollplasmid pcDNA-FLAG transfiziert
wurden. Die Anzahl der ausgewerteten Zellen betrug n = 13. t-Test, *** p < 0.0001

DAPI HILPDA

15um

Abbildung 26: Einfluss der Uberexpression von HILPDA auf die Zellkernmorphologie von HepG2-
und Huh7-Zellen. A) Konfokale Laserscanning-Fluoreszenzmikroskopie von HepG2-Zellen nach
Uberexpression von HILPDA-FLAG fiir 24 h. (HILPDA: rot (Alexa Fluor 546); DAPI: Zellkerne; BODIPY:
grun, Lipidtropfen). B) Konfokale Laserscanning-Fluoreszenzmikroskopie von Huh7-Zellen nach
Uberexpression von HILPDA-FLAG fiir 48 h (HILPDA: rot (Alexa Fluor 546); DAPI: Zellkerne; BODIPY:
grun, Lipidtropfen). MaRRstab: 15 pm.
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3.5.2 Migrationsversuche

Im Folgenden wurde das Migrationsverhalten von transient HILPDA-
Uberexprimierenden Zellen untersucht. Der Migrations-Assay wurde zunachst mithilfe
in HEK293T-Zellen etabliert (Abb. 27A). Der Zeitpunkt wurde jeweils kalibriert, zu
welchem 50% der Spaltflache durch Migration der HEK293T-Zellen geschlossen
worden war (Abb. 27B). Transient mit HILPDA transfizierte HEK293T-Zellen schlossen
statistisch signifikant im Vergleich zur scheintransfizierten Kontrollgruppe bereits
friher die Halfte der Spaltflache (p < 0,01), wie durch drei unabhangig durchgefiihrte
und identisch geplante Versuche gezeigt werden konnte. In der nicht transfizierten
Kontrollgruppe zeigte sich jedoch auch, dass die Transfektion allein bereits einen

hemmenden Einfluss auf die Migration hatte.

Die Migrationsversuche wurden mit Zellen der Linie Huh7 wiederholt (Abb. 28A). Durch
HILPDA-Uberexpression konnte im Vergleich zur mit Leervektor transfizierten
Kontrollgruppe in Huh7-Zellen ein forderlicher Effekt auf die Migrationsgeschwindigkeit
verzeichnet werden (Abb. 28B; p < 0.05).

Um zu untersuchen, ob auch endogenes HILPDA einen Effekt auf das
Migrationsverhalten hat, wurde HILPDA mittels siRNA in Huh7-Zellkulturen
herunterreguliert, was zu einer signifikant verlangsamten Migration fiihrte (Abb. 29B,
p < 0,01). Fur den dargestellten Migrationsversuch wurde eine Verminderung des

Expressionsniveaus um 65,6 % erzielt (Abb. 29C).
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Abbildung 27: Einfluss der Uberexpression von HILPDA auf das Migrationsverhalten von
HEK293T-Zellen.  A) Repréasentative phasenkontrastmikroskopische  Aufnahmen des
Migrationsversuchs von mit HILPDA-FLAG oder FLAG-Leervektor transfizierten, sowie untransfizierten
HEK293T-Zellen 0 h, 6 h und 10 h nach Entfernung des Inserts, gemessen nach 0 h, 3 h, 6 h, 8 h und
10 h. Maf3stab: 500 um. B) Der Zeitpunkt ist dargestellt zu welchem 50 % der Ausgangsflache durch
Zellen bedeckt worden war. Verglichen wurde der Mittelwert aus jeweils drei Versuchsanséatzen. t-Test,
**p < 0.01
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Abbildung 28: Einfluss der Uberexpression von HILPDA auf das Migrationsverhalten von Huh7-
Zellen. A) Reprasentative phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen des Migrationsversuchs von mit
HILPDA-EGFP oder dem EGFP-Leervektor transfizierten, sowie untransfizierten Huh7-Zellen 0 h, 9 h
und 23,5 h nach Entfernung des Inserts. MaR3stab: 500 um. B) Schematische Darstellung des Zeitpunkts
in Stunden, zu welchem 50 % der Ausgangsflache durch Zellen bedeckt wurde. Der Mittelwert aus
jeweils sechs Versuchsansatzen wurde verglichen. t-Test, *p < 0.05 C) Immunblotanalyse von HILPDA
(HIG2 AK) in Huh7-Zellen, 40 pg Protein wurde jeweils auf ein Tris-Tricin-Gel geladen. Ladekontrolle:
Aktin. GroRBenmarker auf der linken Seite in kDa.
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Abbildung 29: Einfluss einer HILPDA-Expressionsminderung mittels siRNA auf das
Migrationsverhalten von Huh7-Zellen. A) Reprasentative phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen
des Migrationsversuchs nach Transfektion von Huh7-Zellen mit SiRNA HILPDA#1 und Negativkontrolle
»scramble“ siRNA. 0 h, 11,75 h und 23,7 h nach Entfernung des Inserts (Messzeitpunkte: 0 h, 3 h, 6 h,
9 h, 11,75 h und 23,5 h). Maf3stab: 500 um. B) Schematische Darstellung des Migrationsversuchs mit
dem Zeitpunkt in Stunden, zu welchem 50 % der Ausgangsflache durch Zellen bedeckt worden war.
Der Mittelwert aus jeweils finf Versuchsansatzen wurde verglichen. t-Test, *p < 0.01 C) Mittels
semiquantitativer real-time PCR wurde die relative Anderung der HILPDA-mRNA-Expression durch
siRNA HILPDA#1 in Bezug auf die Transfektion mit ,scramble“ siRNA ermittelt. Die RNA-Proben wurden
51 h nach der Transfektion mit den siRNAs isoliert, um zu zeigen, wie stark HILPDA wahrend des
Migrationsversuchs auf mRNA-Ebene herunterreguliert werden konnte.

3.5.3 Proliferationsversuche

Um den aggressiveren klinischen Verlauf von HCCs mit hoher HILPDA-Expression zu
untersuchen, wurde im Patientenkollektiv die Ki67-Proliferationsrate
immunhistochemisch bestimmt. Eine maRige, positive Korrelation bestand zwischen
der HILPDA-Menge und der Ki67-Proliferationsrate (Abb. 30; R = 0.36; p < 0.001).
Deswegen wurde die Wirkung von HILPDA auf das Proliferationsverhalten in den
HCC-Zellen der Linien HepG2 und Huh7 untersucht.
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Abbildung 30: Hohe HILPDA-Expression korreliert im HCC positiv mit hoher Proliferationsrate.
Im Streudiagramm wurde die HILPDA-Expression (y-Achse) mit dem prozentualen Anteil der fir den
Proliferationsmarker Ki67 pos. Zellen (x-Achse) im HCC-Kaollektiv korreliert. (R = 0.36, p < 0.0001)

Da der monoklonale Antikdrper Ki67 in den verwendeten proliferationsaktiven
Zelllinien auch unter basalen Bedingungen nahezu alle Zellen anfarbte, wurde zur
Quantifizierung der Proliferation mittel Immunfluoreszenzfarbung der alternative
Zellteilungsmarker Phosphohiston H3 (PHH3) verwendet. Die folgenden
Proliferationsassays wurden mithilfe eines polyklonalen Antikdrpers (Merck Millipore,
Serl0 #06-570) fur PHH3 durchgeflihrt, welcher das phosphorylierte Histon H3
spezifisch wahrend der Mitose-Phase des Zellzyklus nachweisen konnte. Der
prozentuale Anteil von PHH3-positiven Zellen in Bezug zur Gesamtzellzahl wurde
bestimmt, wie anhand HEK293T-Zellen etabliert (Abb. 31), anschlieend wurde die
Proliferation von Huh7-Zellen unter dem Einfluss der HILPDA-Uberexpression
untersucht (Abb. 32). Der Mittelwert aus jeweils sieben bis acht Versuchsaufnahmen
fur die einzelnen Versuchsbedingungen zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen HILPDA-Uberexprimierenden Zellen, und Kontrollzellen in beiden Zelllinien
gezeigt werden. Transient pcDNA HILPDA-FLAG transfizierte HEK293T-Zellen
zeigten in Bezug zur basalen Proliferationsrate der Leervektor-transfizierten
Kontrollzellen einen um durchschnittlich 35 % gestiegenen Anteil an PHH3-Positivitat
(von 5,4 % auf 7,3 %, p < 0.001; Abb. 31B), wie durch drei unabhangig durchgefihrte
und identisch geplante Versuche reproduziert. Unter dem Einfluss der HILPDA-
Expression in Huh7-Zellen zeigte sich bezogen auf den durchschnittlichen Anteil an
PHH3-positiven Zellen in der Kontrollprobe ein Anstieg der PPH3-Proliferationsrate um
130 % (von 1,8 % auf 4,2 %, p < 0.001 Abb. 32B), wie durch drei unabhangig
durchgefuhrte Versuche ermittelt. Parallel wurde mittels Immunblot PPH3 spezifisch
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im Bereich des erwarteten Molekulargewichts von 17 kDa detektiert. Die Induktion der
Proliferation war durch Quantifizierung im Immunblot jedoch nicht erkennbar (Abb. 31C
bzw. 32C).

AbschlieRend wurde untersucht, ob im Umkehrschluss die Herunterregulation von
HILPDA mittels siRNA einen hemmenden Einfluss auf die Proliferationsrate aufweist.
Hierfir wurden zwei verschiedene HILPDA siRNAs (siRNA HILPDA#1; siRNA
HILPDA#2) fur das ,Gene Silencing“, sowie eine Negativkontrolle (,scramble®)
verwendet, um den Erfolg der Expressionsminderung mittels real-time PCR zu
messen. Wéahrend die Herunterregulation von HILPDA mithilfe sSIRNA HILPDA#2 19,2
% betrug, konnte mittels sSiRNA HILPDA#1 eine Halbierung des Expressionsniveaus
von HILPDA erreicht werden (Abb. 33C). Durch die Herunterregulation von HILPDA
reduzierte sich der prozentuale Anteil an PHH3- positiven Zellen bezogen auf die
basale Proliferationsrate um ca. 50 % (Abb. 33B; von 3,0 % auf 1,6 %, p < 0.05), wie

auch durch zwei unabhéngige Versuchsansatze ermittelt.
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Abbildung 31: Auswirkung der Uberexpression von HILPDA auf die Proliferation von HEK293T-
Zellen. A) Immunfluoreszenzmikroskopie nach Transfektion von HEK293T-Zellen mit pcDNA-HILPDA-
FLAG oder pcDNA- FLAG (10 pg) bzw. pcDNA-HILPDA-FLAG 0,5 (5 ug), sowie ohne Transfektion.
(HILPDA: griin (sek. AK Alexa Fluor 488); Phosphohiston H3: rot (sek. AK Alexa Fluor 594), DAPI:
Zellkerne). Die dargestellten Aufnahmen wurden représentativ fir den Versuch ausgewahlt. Maf3stab:
300 um. B) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil PHH3-positiver Zellen in Bezug zur Gesamtzellzahl.
Verglichen wurde der Mittelwert aus jeweils sieben Versuchsaufnahmen. Drei unabhéngig
durchgefiihrte und identisch geplante Versuche zeigten gleich gerichtete Ergebnisse. t-Test, ***p <
0.001 C) Immunblotanalyse von Phosphohiston H3 in HEK293T- Zellen des Versuchs aus Abb. 31A/B
48 h nach Transfektion. 40 pug Proteinlysat wurde auf ein Tris-Tricin-Gel geladen. Gré3enmarker auf der
linken Seite in kDa.
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Abbildung 32: Auswirkung der Uberexpression von HILPDA auf die Proliferation von Huh7-
Zellen. A) Immunfluoreszenzmikroskopie nach Transfektion von Huh7-Zellen mit pcDNA-HILPDA-
EGFP, Leervektor pcDNA-EGFP oder ohne Transfektion. (Phosphohiston H3: rot (sek. AK Alexa Fluor
594); DAPI: Zellkerne). Maf3stab: 300 um. B) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil PHH3 positiver Zellen
in Bezug zur Gesamtzellzahl (Mittelwert aus jeweils acht Versuchsaufnahmen). Drei unabhangig
durchgefiihrte und identisch geplante Versuche zeigten gleich gerichtete Ergebnisse. t-Test, ***p <
0.001 C) Immunblotanalyse von Phosphohiston H3 in den Zellen des Versuchs aus Abb. 32 A 48 h nach
der Transfektion. 40 pg Proteinlysat wurden auf ein Tris-Tricin-Gel geladen. Ladekontrolle: Aktin.
GrofRenmarker auf der linken Seite in kDa.
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Abbildung 33: Auswirkung der Herunterregulation von HILPDA auf die Proliferation von Huh7-
Zellen. A) Immunfluoreszenzmikroskopie nach siRNA-mediierter Herunterregulation von HILPDA in
Huh7-Zellen (siRNA-HILPDA#1 und siRNA-HILPDA#2), Transfektion mit ,scramble“-siRNA, sowie ohne
Transfektion (Phosphohiston H3: rot (sek. AK Alexa Fluor 594); DAPI: Zellkerne). Mal3stab: 300 um. B)
Schematische Darstellung des prozentualen Anteils PHH3-positiver Zellen in Bezug zur Gesamtzellzahl
(Mittelwert aus jeweils sechs Versuchsaufnahmen der drei Versuchsanséatze). Drei unabhéangig
durchgefiihrte und identisch geplante Versuche zeigten gleich gerichtete Ergebnisse. t-Test, *p < 0.05
C) Schematische Darstellung der HILPDA-mRNA-Expression mittels semiquantitativer real-time PCR
72 h nach Transfektion von Huh7-Zellen mit SiRNA-HILPDA#1, siRNA-HILPDA#2, ,scramble®-siRNA
und ohne Transfektion (Messung in Triplikaten).
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4 Diskussion

4.1 Starken und Limitationen der Studie

Die experimentelle Variabilitat der immunhistochemischen HILPDA-Farbung konnte
mittels Tissue Microarray minimiert werden, da die Gewebeproben unter
vergleichbaren  Versuchsbedingungen gleichzeitig angefarbt wurden. Die
semiquantitative Auswertung des IRS erfolgte durch einen Untersucher Uber eine
limitierte Zeitperiode. Trotzdem kann eine manuelle Auswertung der IHC-Farbung
kritisch hinterfragt werden, da durch den Untersucher intraindividuelle Schwankungen
abhangig von Konzentrationsfahigkeit, Tageszeit, Ermidung und koérperlichem
Befinden moglich sind. Eine automatisierte Auswertungssoftware hat den Vorteil, dass
eine Farbung konstant anhand eines einprogrammierten Grenzwertes ausgewertet
werden kann. Hierbei existieren allerdings im Lebergewebe mdgliche Confounder
durch Galle oder falsche Wertung von Zellen wie Gallengangsepithelien, Immunzellen,

Kupffer Sternzellen oder Gefalendothelien.

Die gro3te Starke des vorliegenden Studiendesigns besteht in der hohen Anzahl an
Patientenproben (n = 561). Es erfolgte eine populationsbasierte klinische
Datenerhebung, indem als Fall-Stichproben konsekutiv alle wahrend des Zeitraums
zwischen 1997-2018 in der UMM chirurgisch behandelten HCC-Patienten rekrutiert
wurden. Dementsprechend liegt eine retrospektive Kohortenstudie vor, wobei die
Datenerhebung unbeeinflusst von Zielen der spateren Analysen des Kollektivs

ablaufen konnte und damit der Selektionsbias minimiert werden konnte.

Die im Kollektiv nachweisbare Pradisposition fir das méannliche Geschlecht von 77,8
% an einem HCC zu erkranken, spiegelt das generelle Verteilungsmuster in der
Gesellschaft wider. Es besteht eine Geschlechterpradisposition mit einem geschéatzten
Verhaltnis zwischen Méannern und Frauen von 2,7:1 [7] vor, an einem HCC zu
erkranken. Eine Ursache hierflr liegt in der geschlechtstypischen Exposition
gegenuber Risikofaktoren, wie Alkohol und Hepatitisviren. Das mediane Alter bei
Diagnosestellung des HCC in unserer Studie lag bei 64,6 Jahren. Die Mehrheit der
HCC-Patienten in der vorliegenden Studie wies als Atiologie eine ASH (31 %) bzw.
eine chronische HCV-Infektion (20 %) auf und nur eine geringe Zahl an Patienten eine
NASH (7,5 %). In Deutschland sind ebenfalls als haufigste Risikofaktoren fir die
Entstehung eines HCC eine chronische HCV-Infektion und das Vorliegen einer
Alkoholischen Steatohepatitis (ASH) beschrieben [21]. Es ist davon auszugehen, dass
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in USA und Europa eine NAFLD oder NASH einen zunehmenden Risikofaktor fur die
HCC-Entstehung darstellen wird [22, 23].

Im HCC-TMA wurde HCC-Gewebe von Patienten verwendet, die eine operative
Therapie erhielten, da durch Leberblindpunktion gewonnenes Gewebe zur Erstellung
eines TMA in der Regel nicht ausreicht. Dementsprechend besald die Mehrheit der
Patienten in unserem TMA-Kollektiv einen intermediaren BCLC-Score B (62,3 %), bei
gleichzeitig gutem Allgemeinzustand (ECOG 0 (69,8 %)). Die Reprasentativitat auf die
Gesamtheit aller Patienten mit einem HCC ist jedoch damit eingeschrankt,
insbesondere in Bezug auf Patienten mit fortgeschrittenem HCC-Stadium und palliativ-
systemischer Therapie. Die HILPDA-Expression in HCC-Proben aller Tumorstadien
mit Bezug zu anderen Therapieformen konnte damit nicht untersucht werden. Ebenso
konnte nicht einbezogen werden, ob sich durch die Operation Komplikationen mit
Einfluss auf das Uberleben ergaben. Im Ovarialkarzinom korrelierte geman Nishimura
und Koautoren eine HILPDA-Uberexpression mit einem besseren Ansprechen auf eine
Chemotherapie, entsprechend einem pradiktiven Marker. Ein Zusammenhang
zwischen HILPDA-Expression und Gesamtuberleben stellte sich in dieser Studie
jedoch nicht dar. [100]

4.2 Differenzielle Expression von HILPDA im HCC und Validierung als
prognostischer immunhistochemischer Marker
Das Mainzer HCC-Kollektiv bot als grof3es Populationskollektiv aufgrund der hohen
Anzahl an Patientenproben (n = 561) ideale Bedingungen, um neue Biomarker auf ihre
prognostische und klinische Relevanz hin zu testen. Mittels Immunhistochemie liel3
sich HILPDA zytoplasmatisch in den HCCs nachweisen, wobei 5 % der HCCs keine
HILPDA-Expression, 65 % eine schwache, 25 % eine malig starke und 5 % eine
starke HILPDA-Expression aufwiesen. Der flur die immunhistochemischen Farbungen
verwendete polyklonale Antikdrper (Atlas-Antibodies AB, HPA010515), sowie der flr
die Zellkulturversuche verwendete monoklonale Antikorper (Santa Cruz
Biotechnology, G2 Sc-376704) konnte im Immunblot tatsachlich HILPDA bei 10 kDa
spezifisch detektieren, so dass die Auswertung der HILPDA-Farbeintensitat validiert

werden konnte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine hohe
HILPDA- Expression im HCC (IRS>3.21) mit einer signifikant reduzierten

Gesamtliberlebenszeit der Patienten assoziiert ist. Dieses Ergebnis konnte in der
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unabhangigen TCGA-Patientenkohorte durch uns, sowie Wang und Koautoren [128]
bestatigt werden. Demnach kann HILPDA als prognostischem Marker den klinischen
Verlauf von HCC-Patienten vorhersagen. Die 50-Monats-Uberlebensrate liegt fur die
Gruppe mit niedriger HILPDA-Expression bei 50,9 % und mit hoher HILPDA-
Expression bei 35,6 %. Da andere Forschergruppen einen gleich gerichteten
Zusammenhang im Nierenzell- [117], Ovarial- [100] und Kolonkarzinom [120], sowie
im Neuro- [115] und Glioblastom [116] feststellen konnten, kann angenommen werden,
dass die Dysregulation von HILPDA einen universell vorkommenden
Pathomechanismus in vielen Tumorentitaten darstellt. HILPDA kdnnte mdglicherweise
ein vielseitig einsetzbarer prognostischer Marker fur verschiedene weitere
Krebsentitaten sein. Neben dem immunhistochemischen Nachweis von HILPDA [120]
wurde bereits die HILPDA-Expression auf mRNA-Ebene [119], sowie die

Konzentration von HILPDA in Serumproben untersucht [117].

Die zweite wichtige Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass im HCC im Vergleich
zum nicht-neoplastischen Lebergewebe eine signifikante HILPDA-Hochregulation
vorliegt. Kim und Koautoren konnten gleiche Ergebnisse in Kolorektalen Karzinomen
feststellen [120]. Das endogen exprimierte HILPDA konnte im Rahmen dieser Arbeit
allerdings in humanem HCC-Gewebe nur immunhistochemisch und uUber real-time
PCR, jedoch nicht mittels Immunblot nachgewiesen werden. In den HCC-Proben des
kleinen, fir die RNA-Isolation verwendeten HCC-Kollektivs war im Vergleich zum
nicht-neoplastischen Lebergewebe ebenfalls ein starker Trend zu einer hoheren
MRNA-Expression von HILPDA vorhanden. Cui und Koautoren konnten in einem
kleinen HCC-Kaollektiv (n = 40) in 35 Proben auf mRNA-Ebene eine Expression von
HILPDA im HCC-Gewebe zeigen [124]. Mittels TMA ist die Farbemethode konstant
und damit die Vergleichbarkeit zwischen den Proben gewahrleistet, gleichzeitig wird
nur ein kleiner Tumor-Anteil untersucht. Fur zukinftige Untersuchungen ware

interessant, ob innerhalb eines HCCs eine heterogene HILPDA-Expression besteht.

4.3 Assoziation der HILPDA-Expression mit prognostisch unginstigen
klinischen Faktoren und histopathologischen Parametern

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass das HILPDA-Expressionsniveau in

Rezidivtumoren bzw. Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum HCC-Primarius

signifikant erhoht ist. Ebenso ist in HCC-Fernmetastasen eine tendenziell hhere

HILPDA-Expression im Verhaltnis zum primaren HCC erkennbar. Dieses Ergebnis

erreicht wahrscheinlich aufgrund der geringen Anzahl an verfigbaren Proben von
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Fernmetastasen (n = 14) nicht das Signifikanzniveau. Ein Tumorprogress in Form von
Tumorrezidiven, einer Fernmetastasierung oder einer Lymphknoteninvasion geht mit
einer Tendenz zur erhdhten HILPDA-Expression einher. Dies deckt sich mit den
Aussagen von Cui und Koautoren, die in einem kleineren HCC-Kaollektiv zeigten, dass
Patienten mit einer Lymphknotenmetastasierung und einem héheren TNM-Staging
eine signifikant hohere HILPDA-Expression besitzen [124]. Wang und Koautoren
untersuchten HCC-Patienten mithilfe der TCGA-Datenbank und kamen zu der
Erkenntnis, dass eine Assoziation zwischen HILPDA-Expression und T-Status existiert
[128]. Zudem sind intrahepatische Metastasierung und Portalveneninvasion mit einem
erniedrigten Gesamtiberleben der Patienten vergesellschaftet [77, 80]. Chiou und
Koautoren konnten zeigen, dass durch HILPDA-knockdown die Metastasierungsrate
von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas reduziert werden konnte [126]. Cui und
Koautoren konnten beweisen, dass ein ,Gensilencing“ von HILPDA mit einer
reduzierten Vimentin-Expression und einer verstarkten E-Cadherin-Expression in dr
Immunhistochemie einherging, im Sinne einer Hemmung der sogenannten epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT). Im Mausmodell war ein geringeres Tumorvolumen
und eine geringere Anzahl an Lungenmetastasen in Tieren vorhanden, welche mit
HILPDA-siRNA transfizierte SMMC 7721-Zell-Injektionen erhielten [124]. Ob HILPDA
bei der Metastasierung von HCCs eine funktionale Rolle spielt und ob hierbei die EMT
beteiligt ist, bleibt jedoch offen. Auch sind die molekularen Mechanismen, die zu der
Hochregulation von HILPDA im HCC fuhren bislang nicht geklart.

Wie wir zeigen konnten, geht eine zunehmende Entdifferenzierung von HCCs mit einer
hoheren HILPDA-Expression einher. Schlecht differenzierte HCCs (G3) weisen im
Vergleich zu gut (G1) oder mafig (G2) differenzierten HCCs eine signifikant hohere
HILPDA-Expression auf. Der Differenzierungsgrad von HCCs wird im Wesentlichen
anhand der Kernmorphologie bestimmt (Fuhrman-Klasse). Interessanterweise
konnten wir in den in vitro-Untersuchungen zeigen, dass sich durch transiente
HILPDA-Transfektion die Kernmorphologie verandert. Ahnlich wie in gering
differenzierten HCCs zeigen HILPDA (berexprimierende HCC-Zellen in Kultur
vergroRerte und entrundete Zellkerne. Das beobachtete Phdnomen lasst sich auch
nach Variation der Expressionszeit reproduzieren und ist unabhangig von der Zelllinie
in Huh7- und HepG2-Zellen nachweisbar. Moglicherweise ruft HILPDA durch eine
lipidakkumulierende Wirkung eine Lipotoxizitat in Zellen hervor. Auch die Rolle der

gesteigerten Proliferationsrate, sowie der Kernveranderungen bleibt hierbei offen.
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Des Weiteren ist eine hohe HILPDA-Expression mit dem Vorliegen von
Gefallinvasionen assoziiert. Tumoren mit mikro- oder makroskopischer Gefal3invasion
weisen eine signifikant hohere HILPDA-Expression auf als HCCs ohne Gefal3invasion.
Eine gesteigerte Aggressivitat eines HCC kdnnte mit der Fahigkeit von HCCs in
Gefal3e einzubrechen erklart werden, welche wiederum mit einer erhdhten HILPDA-
Expression assoziiert ist. Sowohl eine makroskopische als auch eine mikroskopische
GefalRinvasion stellen eindeutig ungiinstige prognostische Faktoren dar [38, 76—78].
Eine mikrovaskuldre Tumorinvasion ist laut einer Studie ebenfalls mit schlechterem

Outcome und friherem Tumorrezidiv assoziiert [70].

Glutaminsynthetase (GS) wird neben HSP70 und Glypican immunhistochemisch zur
Unterscheidung von HCCs von dysplastischen Knoten verwendet und die
Uberexpression von  Glutaminsynthetase gilt als immunhistochemischer
Surrogatparameter einer Wnt/ B-Catenin-Aktivierung [138]. In unserer Studie zeigt sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen hoher GS- und niedrigerer HILPDA-
Expression. Der Nachweis einer Wnt/CTNNB1-aktivierenden Mutation identifiziert eine
Subgruppe von HCAs, die 15 % aller HCAs ausmacht und ein besonders hohes
Entartungsrisiko zu einem gut-differenzierten HCC besitzen [138]. In der Fachwelt ist
umstritten, ob HILPDA als autokriner Wachstumsfaktor an einem G-Protein
gekoppelten Rezeptor wirkt und damit Uber eine B-Catenin-Anreicherung eine Wnt-
Aktivierung erreicht [94, 117, 123]. Wahrend Togashi und Koautoren diese Hypothese
fur das klarzellige Nierenzellkarzinom aufstellten [117, 123], widersprechen Gimm und
Koautoren diesem Ansatz und sehen keinen Zusammenhang zwischen HILPDA-
Expression und Wnt-Aktivierung [94].

Verschiedene, weit verbreitete genetische Mutationen im TERT-Promoter, genauer im
TP53- oder im CTNNB1-Gen wurden identifiziert, welche als onkogene Treiber-
Mutationen (oncogenic driver) zur Hepatokarzinogenese beitragen. In der TCGA-
Kohorte war auf mRNA-Ebene in TP53-mutierten HCCs eine erhdhte HILPDA-
Expression und in Tumoren mit einer CTNNB1-Mutation eine niedrigere HILPDA-
Expression nachweisbar. Laut Calderaro und Koautoren lasst sich in CTNNB1-
mutierten HCCs in der Regel eine Wnt/B-Catenin-Aktivierung feststellen. Mutationen
im TP53- und im CTNNB1-Gen schlieBen sich gegenseitig aus und definieren
phanotypisch Subgruppen. CTNNB1-mutierte HCCs sind gemal3 Calderaro und
Koautoren grof3, gut differenziert, und mikrotrabekuldr, wohingegen TP53-mutierte

HCCs eher schlecht differenziert, kompakt sowie makrotrabekulér sind und haufig mit
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einer Gefalinvasion einhergehen. Der makrotrabekular-massive HCC-Subtyp geht mit

einer TP53-Mutation, sowie einem schlechteren Gesamttberleben einher. [47]

Dazu passend konnten wir im Mainzer Kollektiv feststellen, dass eine erhdhte HILPDA-
Expression vor allem in gering bis entdifferenzierten HCCs (G3-G4) vorhanden war,
so dass ein Zusammenhang mit einer TP53-Mutation bestehen kdnnte, der aber im

Rahmen dieser Arbeit nicht getestet wurde.

4.4 Einfluss der Atiologie auf die HILPDA-Expression im HCC

Sowohl im HCC-Gewebe als auch im nicht-neoplastischen Lebergewebe konnten
keine signifikanten Unterschiede in der HILPDA-Expression zwischen Patienten mit
nicht-alkoholischer Steatohepatitis (NASH) oder anderer Atiologie festgestellt werden.
In der Literatur findet man widersprichliche Aussagen dazu, ob Patienten mit einem
NASH-assoziierten HCC ein gemindertes Gesamtuberleben im Vergleich zu HCC-
Patienten mit anderer Atiologie aufweisen [90], oder kein Unterschied feststellbar ist
[91].

Auch in HCC-Gewebe bei Leberzirrhose oder Nicht-Zirrhose, Diabetes mellitus,
Alkohol- oder Nikotinabusus, oder unterschiedlichen Geschlecht oder BCLC-Status
konnte kein Unterschied in der HILPDA-Expression ermittelt werden. Dies deutet
darauf hin, dass HILPDA weitgehend unabhangig von der Atiologie mit einer

schlechteren Prognose verbunden ist.

Im HCC und nicht-neoplastischen Lebergewebe zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen chronischer Hepatitis C und erhodhter HILPDA-Expression. In kirzlich
publizierten Studien konnte experimentell in vitro durch eine Uberexpression von HCV
Core Protein in Huh7-Zellen eine Stabilisierung von HIF1a erreicht werden [139], HIF-
la soll an der Regulation der HILPDA-Expression beteiligt sein [94].
Interessanterweise spielen Lipidtropfen bei der Replikation infektioser HCV-Partikel
eine wichtige Rolle [140]. In vitro nahm die Lipidtropfengréf3e in unserer Studie durch

HILPDA-Uberexpression signifikant zu.

Im umliegenden nicht-neoplastischen Lebergewebe von Hamochromatose-Patienten
(HH) konnte eine signifikant niedrigere HILPDA-Expression nachgewiesen werden.
Die Akkumulation von Eisen gilt als Zellgift, welches die zytotoxische Wirkung von ROS
erhoht. HH-Patientin akkumulieren Eisen in Hepatozyten und haben ein 200-fach

erhohtes Risiko, ein HCC zu entwickeln [141]. Hagist und Koautoren identifizierten
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unter anderem HILPDA als ein durch Eisen reguliertes Gen in Patienten mit

Eisenuberlastung infolge HH oder chronischer Hepatitis C [142].

4.5 HILPDA als potenzieller Mediator einer vermehrten
Tumoraggressivitat

Tumorhypoxie wird als ein unabhangiger prognostischer Faktor gesehen, hierbei
spielen neben dem vergleichsweise schlechten chemotherapeutischen Ansprechen
aufgrund einer mangelhaften  Blutversorgung  fundamentale  biologische
Veranderungen im Tumorgewebe selbst eine Rolle, welche es zu untersuchen gilt
[143]. In einem schnell wachsenden Tumor kann durch eine mangelhafte
Gefal3versorgung ein chronischer Sauerstoffmangel entstehen. Durch Hypoxie wird
HIF1a stabilisiert, wodurch wiederum VEGF gebildet wird, dass die Neoangiogenese
induziert [144]. Daten einer Metaanalyse zufolge ist eine hohe VEGF-Konzentration
(vascular endothelial growth factor) im Serum oder im Gewebe von HCC-Patienten mit
einem schlechteren Gesamtiberleben assoziiert [145]. Llovelt und Koautoren konnten
zeigen, dass eine erhdhte Serumkonzentrationen von Ang2 (Angiopoietin 2) und
VEGF einen unabhangigen Pradiktor fir ein schlechteres Uberleben darstellt [146].
Zudem gilt HIF-1a im HCC als prognostischer Marker fir ein schlechteres Uberleben
[143, 147].

Denko und Koautoren stellen die These auf, dass Tumorzellen die Expression von
HILPDA steigern, um resistenter gegen den durch Hypoxie ausgelodsten Zellstress zu
werden [92]. Gimm und Koautoren bewiesen bereits, dass sich durch HIF-1a-Knock-
down die HILPDA-Expression reduzieren lie3 [94]. Anhand der mRNA-Expression im
HCC-Kollektiv der TCGA-Datenbank konnten wir eine Korrelation zwischen dem
Winter Hypoxie Score und HILPDA zeigen. In HepG2- und Huh7-Zellen konnte
demonstriert werden, dass die Ziellinien sensibel auf Hypoxie reagierten und nach
einer fir den Zelltyp spezifischen Zeit eine erhéhte Menge des Transkriptionsfaktors
und Hypoxiemarkers HIF-1a nachweisbar war. In der real-time PCR-Untersuchung
gelang es nach 27 Stunden Hypoxie eine um das drei- bis funffach héhere HILPDA
mRNA-Konzentration als in nicht hypoxischen Kontrollzellen. In Ubereinstimmung mit
unseren Ergebnissen konnte HILPDA unter Sauerstoffmangel in verschiedenen
Tumorzelllinien (Hep3B, Hela, Caki-1) [92, 94] sowie Makrophagen [95] induziert
werden. Eine Hochregulation von HILPDA unter Hypoxie erscheint in einer Phase der
Tumorigenese plausibel, in welcher die zur Verfugung stehende Versorgung mit

sauerstoffreichem Blut dem extensiven Tumorwachstum nicht mehr ausreicht. Fir
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zukUnftige Untersuchungen ware es interessant, ob innerhalb eines Tumors in

Bereichen mit hoherer Hypoxie eine verstarkte HILPDA-Expression nachzuweisen ist.

Des Weiteren findet durch Hypoxie eine Verdnderung des Stoffwechsels in der
Tumorzelle statt, indem als Antwort auf einen Sauerstoffmangel durch eine gesteigerte
HIF1a-Aktivitat die Triglyceridakkumulation gesteigert wird [148]. Dies ist ein effektiver
Mechanismus, da fur die Fettsaureoxidation eine grol3e Menge an Sauerstoff benotigt
wird, wéahrend gleichzeitig unter Hypoxie die mitochondriale Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) ansteigt [149]. Eine erhéhte ROS-Konzentration fuhrt zur
Lipidperoxidation der Zellmembran, Proteindenaturierung mit Funktionsverlust von
Enzymen und schlussendlich zur Apoptose [104]. Hierbei sind Zellen durch
Herunterregulation der Lipolyse und Fettsdureoxidation, bei gleichzeitiger Steigerung
der Lipideinlagerung wéahrend Phasen von Sauerstoffmangel gegentuber der ROS-
Uberproduktion geschiitzt [148]. Durch eine HILPDA-induzierte Lipidakkumulation
konnte ebenfalls der durch ROS verursachte Zellschaden bzw. die Apoptoserate
minimiert werden [95, 104, 125].

In Ubereinstimmung mit den bisher veréffentlichten Lokalisationsstudien [94, 97-99]
konnten wir mittels Immunfluoreszenzfarbung HILPDA als Uberexpressionsprodukt in
den transient transfizierten Zelllinien Huh7 und HepG2, sowie das endogene HILPDA-
Protein im HCC-Gewebe verstarkt an Lipidtropfen verschiedener Gré3e und zusatzlich
zytoplasmatisch verteilt nachweisen. Die Kolokalisation von HILPDA an Lipidtropfen
ist in Ubereinstimmung mit beschriebenen Verteilungsmuster einer Subpopulation von
Lipidtropfen die einem Umbauprozess unterlaufen [94, 102]. Weitere Forscher gehen
davon aus, dass HILPDA nicht ausschlief3lich an Lipidtropfen zu finden ist, sondern
zytoplasmatisch in der Zelle verteilt vorliegt, wie dies beispielsweise im
Ovarialkarzinom der Fall ist [100]. HILPDA soll gemaf3 Maier, sowie DiStefano und
Koautoren durch das endoplasmatische Retikulum (ER) migrieren und an der Seite
der Lipidtropfensynthese lokalisieren [95, 98]. Gimm und Koautoren gehen hingegen
anhand von Ko-Farbungen in HeLa-Zellen davon aus, dass HILPDA weder am ER
noch an weiteren Zellorganellen wie Autophagosomen, Peroxisomen und
Mitochondrien lokalisiert [94]. Wir konnten keine Kolokalisation von HILPDA mit dem

mitochondrialen Marker in den untersuchten Zelllinien erkennen.

Unseren Untersuchungen zufolge zeigen HILPDA und das Lipidtropfen-assoziierte
Protein Perilipinl eine partielle Kolokalisation in Lipidtropfen. Perilipinl ist eines an der

Kontrolle der zellularen Lipolyse beteiligtes Protein [150]. Gimm und Koautoren
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konnten eine Kolokalisation von HILPDA und Perilipin2, bzw. Uberexprimiertem
Perilipin3 und endogenem HILPDA an der Lipidtropfenoberflache in Huh7-Zellen
feststellen [94]. HILPDA konnte damit als Lipidtropfen-assoziiertes Protein an der
Kontrolle von Lipidakkumulation und Lipolyse beteiligt sein. Da HILPDA partiell an
Lipidtropfen lokalisiert, stellt sich die Frage, ob HILPDA eine Rolle im HCC-
Fettstoffwechsel spielt. Unseren Versuchsergebnissen zufolge hatten HepG2-Zellen,
welche HILPDA uberexprimierten, signifikant grof3ere Lipidtropfen im Vergleich zu den
Kontrollzellen. Im Einklang mit unseren Ergebnissen konnten Gimm und Koautoren
durch eine Hypoxie-induzierte HILPDA-Expressionssteigerung eine VergrofRerung der
Lipidtropfen in Huh7-Zellen messen [94], siehe auch [98, 102]. Im Umkehrschluss
konnte durch eine hepatozytenspezifische Deletion von HILDPA im Mausmodell ein
signifikant reduzierter Triglyceridgehalt detektiert werden [102]. Daraus kann man
folgern, dass HILPDA entweder einen hemmenden Einfluss auf die Lipolyse in HCC-

Zellen hat oder eine Lipidakkumulation durch Férderung der Synthese hervorruft.

La Rosa Rodriguez und Koautoren vertreten die Ansicht, dass HILPDA das Enzym
DGAT1 durch direkte physikalische Interaktion stabilisieren kann und damit die
Synthese von Triglyceriden fordert [102]. Da das Silencing von HILPDA in Adipozyten
die Expression von Perilipinl und PNPLA2/ATGL ansteigen liel3, kommen Dijk und
Koautoren in ihrer Arbeit zu dem Schluss, dass HILPDA die Expression von Lipid-
assoziierten Proteinen beeinflusse [97]. Mattijssen und Koautoren vertreten die
Meinung, dass der durch eine HILPDA-Uberexpression hervorgerufene gestiegene
Triglyceridgehalt der Leber in einer Verringerung der Sekretion von VLDL-
Triglyceriden begrindet liegt [112].

HILPDA kann die lipolytische Aktivitdt des Enzyms ATGL inhibieren und eine direkte
physikalische Interaktion zwischen HILPDA und ATGL konnte mittels FLIM
demonstriert werden [104, 105]. In verschiedenen Zelllinien konnte eine Inhibition von
ATGL die durch eine Herunterregulation von HILPDA ausgel6ste Verringerung der
Lipidtropfengréf3e und des Triglyceridgehalts verhindern [104, 106, 107]. Neben einer
gesteigerten Fettsaureoxidation konnte in Mausen mit einer hepatozytenspezifischen

Deletion von HILPDA eine signifikant gestiegene Glukosetoleranz gezeigt werden [98].

Im Rahmen der Lipidakkumulation im Lebergewebe spielt die Aktivierung
inflammatorischer Signalwege eine pathophysiologisch entscheidende Rolle im
Entstehungsprozess einer NASH. Wahrend Gimm und Koautoren durch

Uberexpression von HILPDA eine erhohte Konzentration an Cytokinen, wie z.B. IL-6,
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in HeLa-Zellen nachweisen konnten [94], stellten Van Dierendonck und Koautoren
nach HILPDA-Knockdown in Makrophagen keinen Einfluss auf die Sekretion von
Cytokinen fest [106]. Da HILPDA in Makrophagen durch Lipidakkumulation und
Prostaglandin-E2-Synthese die Schaumzellentstehung férdert, schreiben Meier und
Koautoren HILPDA eine Rolle im Progress der Atherosklerose zu [95]. Da im Mainzer
Kollektiv zwischen HILPDA-Expression und einer NASH kein Zusammenhang ermittelt
werden konnte, bleibt unklar, ob HILPDA eine Rolle in inflammatorischen Prozessen
im Rahmen der NASH spielt.

Um einen Erklarungsansatz dafur zu finden, weshalb im untersuchten Kollektiv
Patienten mit einer hoheren HILPDA-Expression im HCC ein kiirzeres Uberleben
zeigten, untersuchten wir HILPDA-Uberexprimierende Zellen auf ihr Migrations- und
Proliferationsverhalten.  Zellmigration spielt im Rahmen eines malignen
Krankheitsgeschehens bei beispielsweise Gefallinvasion und Metastasierung eine
wichtige Rolle. Durch die Uberexpression von HILPDA in Huh7-Zellen konnte eine
signifikante Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit verzeichnet werden. Passend
dazu verminderte sich die Migrationsgeschwindigkeit von Huh7-Zellen nach
Herunterregulation von HILPDA signifikant. Cui und Koautoren konnten einen
identischen Einfluss auf Zellmigration und Invasion im Transwell-Assay in HepG2-
Zellen zeigen [124]. Infolge eines Knockdown des potenziellen Onkogens PVT1 in
HepG2-Zellen konnten Xu und Koautoren eine geminderte HILPDA-Expression, sowie
eine Inhibition der Migration und Invasion der Zellen nachweisen [129].

HILPDA stimuliert das Tumorwachstum in Kolonkarzinomen, bei gleichzeitig
geminderter Apoptoserate [120]. Dieser stimulierende Einfluss auf das
Tumorzellwachstum kdnnte im HCC ebenfalls eine entscheidende Rolle spielen. In der
Tumorpathologie spielt die Messung von Proliferationsraten im Tumorgewebe eine
relevante Rolle fur die Kategorisierung der Aggressivitat einer malignen Entartung. Im
HCC-Kollektiv konnte ein mittelstarker positiv gerichtete Zusammenhang zwischen der
Expression von HILPDA und Ki67, einem Marker fir sich teilende Zellen, detektiert
werden. Unter dem Einfluss der HILPDA-Uberexpression zeigte sich in Huh7-Zellen
eine signifikante Steigerung der Proliferationsrate um 130%. Passend dazu fuhrte eine
siRNA-vermittelte Herunterregulation von HILPDA zu einer Halbierung des Anteils der
PHH3-positiven, proliferierenden  Zellen. In Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen ermittelten Cui sowie Mao und Koautoren ebenfalls eine

Proliferationsminderung (CCK-8 Assay) unter direkter [124] oder indirekter
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Expressionsminderung von HILPDA durch Knockdown eines Onkogens [124, 129]. In
vivo konnte durch HILPDA-Defizienz eine gemindertes Tumorwachstum gemessen
werden, wobei Zhang sowie VandeKopple und Koautoren dieses Ergebnis mit einer

erhdhten Apoptoserate erklarten [103, 104].

Eine Limitation unserer Arbeit besteht darin, dass der Einfluss einer Uberexpression
nur in einer in Monokultur gehaltenen Zelllinie untersucht werden kann und damit nicht
der pathophysiologische Einfluss von HILPDA in vivo in einem Zellverband mit Einfluss
des korpereigenen Immunsystems abgebildet werden kann. Eine kirzlich durch Cui
und Koautoren publizierte Arbeit untersuchte Tumorzellen in Kokultur mit nattrlichen
Killerzellen. Die Autoren stellen die Theorie auf, dass Tumorzellen der zellularen
Immunabwehr entgehen (immune escape), indem die HILPDA-Expression eine
Freisetzung von 11-10 bewirkt und damit die Aktivitat von Naturlichen Killerzellen
unterdrtckt wird [124].

Passend dazu korrelierte die HILPDA-Expression in einer Analyse der TCGA-Daten
positiv mit einer Tumor-assoziierten Makrophagen-Infiltration (TAM), sowie der
Expression von immunsuppressiven Genen wie PD-L1. Hierdurch kdnnte ein
immunsuppressives Tumormikromilieu erzeugt werden, welches den Tumor
moglicherweise aggressiver machen konnte [151]. Wenngleich solch ein das
Tumorwachstum fordernder Effekt durch Interaktion von HILPDA mit dem
Immunsystem denkbar ist, konnten wir zeigen, dass HILPDA auch einen funktionellen
Einfluss auf die Tumorzelle selbst hat, indem das Protein die Zellproliferation und
Migration steigert. HILPDA (bt also einen zellautonomen Effekt aus. Ebenso konnten
wir durch eine Herunterregulation von HILPDA mithilfe von siRNA beweisen, dass das

endogen in HCC-Zellen vorhandene Protein ebenfalls eine Wirksamkeit besitzt.

4.6 Fazit und Ausblick

Im Hinblick auf die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit lasst sich festhalten, dass eine
erhohte HILPDA-Expression mit einer ungunstigeren Gesamtprognose im HCC
einhergeht und HILPDA somit einen neuen prognostischen Biomarker fur das HCC
darstellen konnte. Die Dysregulation von HILPDA scheint ein universell vorkommender
Pathomechanismus in verschiedenen Tumorentitaten darzustellen. Zu dieser
Erkenntnis passend ist ein Tumorprogress in Form eines Tumorrezidivs, einer
Metastasierung oder einer Lymphknoteninvasion mit einer erhohten HILPDA-

Expression  assoziiert. Dass HILPDA mit prognostisch  unginstigen
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histopathologischen Faktoren wie einem niedrigen Differenzierungsgrad, dem
Vorhandensein einer Gefaldinvasion und einer geringen GS-Expression assoziiert ist,
macht es verstandlich, dass HILPDA in der mulitvariaten Regressionsanalyse keinen
unabhangigen prognostischen Marker darstellt. Mutationen im HILPDA-Gen sind im
HCC bislang nicht beschrieben worden [130]. Wir konnten bestatigen, dass durch
HILPDA als Lipidtropfen-assoziiertes Protein im Rahmen der Hepatokarzinogenese
eine Modifikation des Lipidmetabolismus erfolgt und die HILPDA-Expression unter
Hypoxie Uuber eine HIFla-Stabilisierung induziert wird. Im Rahmen dieser
Promotionsarbeit konnten die onkogenen Pathomechanismen der HILPDA-
Dysregulation beleuchtet werden, indem herausgefunden wurde, dass das endogene
HILDPA-Protein einen funktionellen Einfluss auf die Tumorzelle selbst nimmt, indem
es die Migrationsgeschwindigkeit und Proliferationsrate steigert. Aus den
Erkenntnissen dieser Arbeit lasst sich ableiten, dass durch eine zielgerichtete Inhibition
der HILPDA-Expression im HCC die Proliferationsrate und Migrationspotenz der
Tumorzellen eingeschrankt werden und damit Dbeispielsweise einem frihen
Tumorrezidiv, einer Lymphknoteninvasion und einer Metastasenbildung

entgegengewirkt werden kénnte.

Als Ausblick sollen im Folgenden neue zielgerichtete Therapiestrategien fir das HCC
erlautert und der therapeutische Einsatz von HILDPA diskutiert werden. Unter der
Annahme, dass HILPDA ausschlie3lich im klarzelligen Nierenzellkarzinom (ccRCC)
und embryonalen Nierenzellen exprimiert wird, pladierten Togashi et al fur den Einsatz
eines humanisierten monoklonalen Anti-HILPDA AK. Da HILPDA jedoch nicht
ausschliel3lich im RCC-Gewebe, sondern auch im nicht-neoplastischen Gewebe
exprimiert wird, ist bei dieser Therapieform mit Nebenwirkungen zu rechnen. Da
HILPDA als autokriner Wachstumsfaktor im RCC agiert, beschrieben Togashi und
Koautoren des Weiteren den moglichen therapeutischen Einsatz eines Rezeptor-

Antagonisten. [117]

Um mdgliche Behandlungsanséatze zu entwickeln, kann die Kenntnis Uber die
Anpassungsmechanismen von Krebszellen an ein hypoxisches Milieu und damit dem
Tumorprogress helfen. Da HIFs eine Rolle in der Zellproliferation, Angiogenese,
Invasion und Metastasierung von HCCs spielen, wird erwartet, dass HIFs ein
vielversprechendes therapeutisches Ziel im HCC sein werden [143, 152]. Indirekt
wurde damit auch die Expression von HILPDA beeinflusst werden. Bevacizumab, ein

monoklonaler Antikérper gegen VEGF, ist ein vielversprechendes adjuvantes
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Therapeutikum im Glioblastom, wobei bestimmte Patienten eine Anti-VEGF-Resistenz
zeigen [153]. Der Einsatz von Bevacizumab in Kombination mit Atezolizumab, einem
Anti-PD-L1 Antikorper, bietet im Vergleich zur Therapie mit Sorafenib einen
Uberlebensvorteil im HCC [154]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass HILPDA
in spaten Phasen einer Anti-VEGF-Therapie induziert wird und mit einem
Tumorprogress assoziiert ist, weshalb Mao und Koautoren fir eine Kombination von
Bevacizumab mit einem potenziellen HILPDA-Inhibitor pladieren, um die Resistenz der
Tumoren zu Uberwinden [116]. Zou und Koautoren erkannten in den protektiv gegen
ROS wirkenden Glutathionperoxidasen im ccRCC einen potenziellen Angriffspunkt fur
eine zielgerichtete Therapie. HILPDA konnte hierbei als préadiktiver Biomarker dazu
dienen, Patienten zu identifizieren, welche von einer Therapie mit GPX4-Inhibitoren
profitieren [125].

Die gewonnenen Erkenntnisse aus dieser Arbeit zeigen, dass es sich lohnt die
mechanistischen Hintergrinde der HILPDA-Regulation genauer zu verstehen. Um
Gene zu identifizieren, welche nach einer HILPDA-Uberexpression differenziell
uberexprimiert werden, wurden in der Arbeitsgruppe erganzend RNA-
Sequenzierungen geplant. AbschlieRend lasst sich festhalten, dass HILPDA sowohl
als prognostischer molekularer Biomarker in der histopathologischen
Routinediagnostik, als auch fur eine zielgerichtete molekulare Therapie als Zielstruktur

vorstellbar ist.
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5 Zusammenfassung

Das HCC wird haufig erst in einem spaten Krankheitsstadium diagnostiziert, besitzt
insgesamt eine unginstige Gesamtprognose [56] und stellt weltweit damit die
dritthdufigste Krebstodesursache dar [7]. Obwohl mithilfe von Tumorklassifikationen
wie der BCLC-Klassifikation klinische Entscheidungsprozesse erleichtert und eine
prognostische Einordnung ermoglicht werden kann, ist es aufgrund der in den letzten
Dekaden steigenden Inzidenz des HCC [6] winschenswert, eine Préazision der
Aussagekraft von etablierten Klassifikationen durch neue immunhistochemische

Marker fur das HCC zu ermoéglichen.

HILPDA (hypoxia-inducible lipid droplet-associated Protein) ist ein Lipidtropfen-
assoziiertes Protein, welches einen hemmenden Einfluss auf das lipolytische Enzym
ATGL besitzt und durch Hypoxie-induzierte Faktoren (HIF) reguliert wird. Die Rolle von
HILPDA wurde bereits in verschiedenen Krebsentitaten untersucht, jedoch noch nicht
endgultig entschlisselt.

Mithilfe von immunhistochemischen Farbungen eines 561 Patienten umfassenden
Gewebekollektivs, bestehend aus HCCs sowie dem jeweils zugehdrigen nicht-
neoplastischen Lebergewebe, konnte gezeigt werden, dass HILPDA im Tumorgewebe
induziert wird und eine erhéhte HILPDA-Expression signifikant mit einer ungunstigeren
Gesamtprognose einhergeht. Im Rahmen der Analyse der HILPDA-Expression auf
MRNA-Ebene von HCC-Patienten der TCGA-Datenbank lie3 sich ein gleich-
gerichteter Zusammenhang zwischen erhohter Expression und verkirzter
Uberlebenszeit nachweisen. Ein Tumorprogress in Form eines Tumorrezidivs, einer
Fernmetastasierung oder einer Lymphknotenmetastasierung sind mit einer erhdhten
HILPDA-Expression assoziiert. Dazu passend geht eine hohe HILPDA-Expression mit
einem hoheren Tumorgrading und tumortsen Gefaldinvasionen einher. Nach der
erfolgreichen HILPDA-Uberexpression in vitro konnte HILPDA auf Proteinebene
spezifisch  nachgewiesen  werden. Die  Funktionalitat des  HILPDA-
Uberexpressionskonstruktes konnte in HCC-Zelllinien gezeigt werden, da sich nach
HILPDA-Uberexpression intrazellular ein signifikant gestiegenes Lipidtropfenvolumen
messen lie3. In den HCC-Zelllinien Huh7 und HepG2 konnte durch Hypoxie die
HILPDA-Expression induziert werden. Mit Immunfluoreszenzmikroskopie liel3 sich
nachweisen, dass endogenes HILPDA im HCC diffus zytoplasmatisch sowie verstarkt
an Lipidtropfen assoziiert ist und teilweise mit Perilipinl kolokalisiert. Nach HILPDA-

Uberexpression steigerte sich in vitro die Migrationsgeschwindigkeit und
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Proliferationsrate, sodass HILPDA ein Mediator vermehrter Tumoraggressivitat im
HCC sein konnte. Da sich diese Effekte durch eine Herunterregulation von HILPDA
mittels SIRNA umkehren lie3en, zeigte dies, dass auch das endogen in den HCC-

Zellen vorhandene HILPDA eine Wirksamkeit besitzt.

Abschlie3end lasst sich schlussfolgern, dass HILPDA ein mdglicher prognostischer
molekularer Biomarker in der histopathologischen Routinediagnostik, sowie auch fur
eine zielgerichtete molekulare Therapie als Ziel vorstellbar ware. Aus unseren
Ergebnissen ergibt sich, dass HILPDA in der Karzinogenese und dem Tumorprogress
von HCCs relevant sein konnte. Weiterfihrend wurden durch die Arbeitsgruppe Straub
RNA-Sequenzierungen durchgefiuhrt, um Gene zu identifizieren, welche nach einer

HILPDA-Uberexpression differenziell tiberexprimiert werden.
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7 Anhang

Tabelle 26 ECOG-Status zur Beurteilung des Allgemeinzustands (Eastern

Cooperative Oncology Group) nach Oken et al., 1982 [155]

ECOG Allgemeinzustand

0 normale uneingeschrankte Aktivitat

1 deutliche Minderung der Belastbarkeit, selbststadndige Versorgung

2 gehfahig, Selbstversorgung maoglich, aber nicht arbeitsfahig

3 begrenzte Selbstversorgung, > 50% der Wachheit an Bett oder Stuhl
gebunden

4 pflegebediiftig ohne Selbstversorgung, vollig an Bett oder Stuhl
gebunden

5 tot

Tabelle 27 Child-Pugh-Klassifikation, nach Child und Turcotte, 1964 [156]

Punkte 1 2 3
Albuminkonzentration | >3,5 2,8-3,5 <2,8

im Serum [g/dl]

Bilirubinkonzentration | <2,0 2,0-3,0 >3,0

im Serum [mg/dl]

Quick- Wert [%] >70 40-70 <40
Aszites kein mafig viel
(sonografisch)

Hepatische Keine Grad I-11 >Grad IlI
Enzephalitis

Child A: 5-6 Pkt., Child B: 7-9 Pkt., Child C: 10-15 Pkt.
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