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1 Einleitung

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des Korpers fir Kohlenhydrate, Fette und
Aminosauren. Zudem ist sie der Hauptort der Serumproteinsynthese, der Entgiftung, der
Medikamentenkonjugation und besitzt eine wichtige Rolle im S&ure-Basen-Haushalt. Des
Weiteren produziert sie die Gallensauren, enthalt den mittelfristigen Energiespeicher und
Vitaminvorrat des Kdrpers und Gibernimmt immunologische Aufgaben. Sie kann auf vielfaltige
Art und Weise erkranken. Akutes Leberversagen fuhrt innerhalb weniger Tage zum Tod.
Chronische Erkrankungen der Leber fuhren zur Vernarbung der Leber, was als
Leberzirrhose bezeichnet wird. Eine Leberzirrhose hoheren Stadiums stellt in der Regel
einen irreversiblen Prozess dar, der nur durch die Transplantation eines Spenderorgans
kurativ behandelt werden kann. Zudem konnen die Funktionen der Leber bis heute nicht
zufriedenstellend konservativ oder artifiziell ersetzt werden.

Die Leber besitzt bemerkenswerte regenerative Kapazitdten, um ihre lebensnotwendigen
Funktionen zu erhalten. So kénnen Saugetiere den akuten Verlust von nahezu 75 Prozent
der Lebermasse in nur wenigen Wochen vollstandig kompensieren und das Organ erreicht
anndhernd sein Ausgangsvolumen (Duncan, Dorrell, & Grompe, 2009; Higgins & Anderson,
1931). In diesem Fall besteht der Hauptmechanismus der Leberregeneration aus der
Hyperplasie und Proliferation reifer Hepatozyten und aller anderen Zelltypen der Leber (G. K.
Michalopoulos, 2011). Im Fall einer chronischen Schadigung besitzt die Leber die Fahigkeit
sich Uber noch nicht vollends geklarte Mechanismen selbst zu regenerieren. Besondere
Bedeutung fur die Regeneration unter chronischer Leberschadigung wird dem Phanomen
der duktalen Reaktion (DR) zugeschrieben. Unter der duktalen Reaktion versteht man eine
zellulare Reaktion duktularen Phéanotyps, die nahezu in allen Formen akuter, wie auch
chronischer Lebererkrankungen, auftritt (T. A. Roskams et al., 2004). Bei der duktalen
Reaktion werden an der Grenzflache zwischen Portalfeld und Parenchym Zellinfiltrate einer
Vielzahl verschiedener Zellen beobachtet (Gouw, Clouston, & Theise, 2011). Neben
Sternzellen, Immunzellen und endothelialen Zellen, findet man charakteristischerweise auch
phanotypisch biliare Zellen bzw. intermediare hepatobilidare Zellen, welche urspringlich in
Rattenexperimenten entdeckt und aufgrund ihres Aussehens als Ovalzellen (oval cells)
bezeichnet wurden (E. Farber, 1956). Spater wurden diese Zellen von Leduc auch duktulare
Hepatozyten genannt (Leduc, 1959). Heutzutage werden diese Zellen vorzugsweise als
ductular reactive cells (DRCs) bezeichnet, und wenn im Folgenden von Zellen der duktalen
Reaktion gesprochen wird, sind ausschlief3lich diese Zellen mit duktalem Ph&notyp gemeint.
Welches Zellkompartiment der Leber bei der duktalen Reaktion proliferiert und aus welchem
Kompartiment die DRCs stammen ist nicht definitiv geklart. Eine weithin akzeptierte

Hypothese besagt, dass DRCs transit-amplifizierende Zellen eines in den terminalen



Gallengéngen (Heringskanalchen, canals of Hering, CoH) lokalisierten adulten fakultativen
Stammzellkompartiments sind und somit eine Subpopulation biliarer Zellen darstellen.
Zumeist konventionelle histologische 2D und in vitro Studien fuhrten zur weitverbreiteten
Hypothese, dass diese duktalen Zellen als bipotentiales zellulares Reservekompartiment in
der Leberregeneration fungieren. Demzufolge kénnen DRCs sowohl zu Cholangiozyten als
auch zu Hepatozyten differenzieren, sollte ein Replikationsblock die autogene Regeneration
von Cholangiozyten und Hepatozyten verhindern. Sie stellen somit einen alternativen
Notfallplan dar. DRCs werden aus diesem Grund haufig synonym als ,Leberprogenitorzellen®
(LPC) oder ,adulte Leberstammzellen® bezeichnet (Malcolm R. Alison & Lin, 2016; Kordes &
Haussinger, 2013; Kung & Forbes, 2009; Miyajima, Tanaka, & Itoh, 2014). Viele Hinweise
wie die putative Plastizitdt der DRCs, sowie das Auftreten der DR in Erkrankungen, die eine
Pradisposition fiir Leberkrebs darstellen, und auch die histologische Ahnlichkeit von DRCs
mit  bestimmten  Subtypen von  Hepatozellularen  Karzinomen (HCC) und
Cholangiokarzinomen (CC) fiihrten zur Hypothese, dass duktale Reaktionen
Vorlauferlasionen dieser Karzinome darstellen kdnnten und somit die Ursprungszellen der
duktalen Reaktion auch die Ursprungszellen dieser Karzinome sein kénnten (Komuta et al.,
2008; Yamashita & Wang, 2013).

Erstmals stehen im Mausmodell nun neuartige molekularbiologische Werkzeuge in Form des
Lineage Tracings zur Verfligung, um diese Hypothese in vivo zu tberprifen. Lineage Tracing
lasst sich in etwa als Verfolgen des Zellschicksals oder der Zelllinie Ubersetzen und
ermdglicht es, ein Kompartiment zellspezifisch zu einem bestimmten Zeitpunkt mit einem
permanenten Marker genetisch zu markieren. Dieser Marker, beispielsweise ein
fluoreszierendes Protein, wird an alle Tochterzellen weitergegeben, die aus der Zielzelle
hervorgehen, und ermoéglicht so eine genaue Aussage Uber deren Abstammung
(Kretzschmar & Watt, 2012; Madisen et al., 2010).

Durch Lineage Tracing der DRCs soll in der vorliegenden Arbeit mittels zweier verschiedener
Anséatze geklart werden, ob DRCs die Ursprungszellen der Lebertumoren HCC und CC sein
kénnen. Erstens werden Mause mit dem Lineage Marker in klassischen HCC-Mausmodellen
untersucht und zweitens soll das DRC-Kompartiment durch DRC-spezifische genetische
Manipulation von Onkogenen und Tumorsuppressoren auf seine Sensibilitat gegenlber
maligner Transformation untersucht werden. Die histologische Analyse der Mauselebern
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie (IF-Mikroskopie) und Immunhistochemie (IHC) wird
zeigen, ob potentiell zu beobachtende Tumore den weitergegebenen Marker der DRCs
exprimieren und so zur Klarung der kontrovers diskutierten Frage beitragen, ob DRCs

Ursprungszellen von Lebertumoren sein kénnen.



1.1. Leberentwicklung und Leberaufbau

Die embryonale Entwicklung der Leber ist in ihren Signalwegen und morphologischen
Merkmalen der duktalen Reaktion &hnlich, weshalb zunachst die embryonale Entwicklung
und der adulte Aufbau der Leber besprochen wird (Kung, Currie, Forbes, & Ross, 2010;
Zhang, Theise, Chua, & Reid, 2008). Die Entwicklung der Leber beginnt in der Maus um den
embryonalen Tag 8,5 (E8,5) mit der Vereinigung des lateralen und medialen Entoderms zur
Leberknospe. Daraufhin induzieren mesodermale Signale die hepatische Differenzierung
und die Organogenese um E10 (Bort, Signore, Tremblay, Martinez Barbera, & Zaret, 2006).
Die neu entstandenen hepatisch differenzierten Zellen werden als Hepatoblasten bezeichnet.
Sie exprimieren hepatozytare Proteine wie Albumin (Alb), a-Fetoprotein (AFP) und
Transthyrethin und sind bipotent. Dies bedeutet, dass Hepatoblasten die Fahigkeit besitzen,
sowohl zu reifen Hepatozyten, als auch Cholangiozyten zu differenzieren (Zaret, 2008). Die
Entwicklung der Gallengange erfolgt in zwei Schritten. Zunachst entsteht ab E15,5 aus einer
Subgruppe der Hepatoblasten durch Differenzierung die sogenannte Duktalplatte rings um
die Portalvene (Abbildung 1 links). Um E16,5 entwickeln sich aus der Duktalplatte
asymmetrische Hohlstrukturen, die die spateren Gallengdnge bilden. Durch die
Differenzierung von parenchymseitigen Hepatoblasten zu Gallengangsepithelzellen
entstehen anschlieend Lumina (Abbildung 1 Mitte) (Carpentier et al., 2011). Schlie3lich
werden die reifen Gallengange vom Stroma der mesenchymalen Zellen umkleidet (Abbildung
1 rechts). In Vorarbeiten unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass der Notch Signalweg
der entscheidende Faktor fur die bilidre Differenzierung ist. Insbesondere das Fehlen von
Notch2 erzeugt schwere Misshildungen im bilidren System (Geisler et al., 2008). Dies zeigt
sich beispielsweise in der hereditaren Krankheit des Alagille-Syndroms, bei dem die
Betroffenen aufgrund von Mutationen im Notch Signalweg unter anderem an einer
Hypoplasie der intrahepatischen Gallengdnge leiden (Morell, Fiorotto, Fabris, &
Strazzabosco, 2013).

ductal plate

portal mesenchyme asymmetrical duct

= portal mesenchymal cells (Jag1+)

@@ biliary cells (HNF4o-, Sox9+, HNF1p+, CK19+)
@ (®) hepatoblasts/ hepatooytes (HNF4a+, Sox9-, HNF1p—, CK19-)

Abbildung 1: Schema zur Entwicklung der Leber.

Normale Entwicklung der Leber in der Maus ab E15,5 am Beispiel eines Portalfeldes. Die verschiedenen Zellen lassen sich
durch ein zellspezifisches Expressionsmuster molekularer Marker unterscheiden. Modifiziert aus (Geisler & Strazzabosco,
2014)



Intrahepatisch beginnt das biliare System mit der Formation des Kanalikularen Systems. Das
Kanalikulare System ist ein dreidimensionales Netzwerk aus Gallenkanalchen (,Kanalikuli®),
welches anatomisch durch einen apikalen Interzellularspalt zwischen 2-3 benachbarten
Hepatozyten gebildet wird. Die kurze Verbindungszone des Kanalikularen Netzwerks zu den
eigentlichen, aus Gallengangsepithel aufgebauten, periportalen interlobuléren Gallengangen
wird nach dem deutschen Anatom und Erstbeschreiber Ewald Hering als Hering-Kanalchen
(Canals of Hering, CoH) bezeichnet (Hering, 1866). Die CoH leiten die Galle in die gré3eren
Gallengange weiter (Abbildung 2 links). In Ermangelung eines spezifischen Markers sind die
Zellen der CoH histologisch nicht von biliaren Zellen zu unterscheiden. Da die Zellen der
CoH aus der Duktalplatte entstehen, stellen sie moglicherweise die adulten Reste der
Duktalplatte dar (Carpentier et al., 2011). Demnach héatten sie sich hypothetisch die
bipotenten Eigenschaften von Hepatoblasten bewahrt und kénnten in der adulten Leber als
adulte Leberprogenitorzellen (LPC) fungieren, aus denen die duktale Reaktion entsteht (Itoh
& Miyajima, 2014; Naoki Tanimizu & Mitaka, 2014; Theise et al., 1999).

LPCs werden oft Stammzelleigenschaften zugeschrieben und als fakultative Stammzellen
bezeichnet. In vielen anderen regenerativen Geweben wie Haut, Darm und
hamatopoetischen System gelang es, die jeweiligen Stammzellen zu identifizieren, in der
Leber jedoch noch nicht (G. K. Michalopoulos, 2014b; Sell, 1990; Yanger & Stanger, 2011).
Die ldee der fakultativen Stammzelle besagt, dass diese Zelle nur in bestimmten Situationen
Stammzelleigenschaften annimmt, wie zum Beispiel chronische Schadigungen mit
Replikationsblockade der Hepatozyten. Fakultativ nennt man die LPCs, da sie nur in
Erscheinung treten, wenn die Leber geschadigt wird (injury-induced). LPCs wurden bereits
erfolgreich post mortem aus den Lebern von Mausen in Leberschadigungs-Modellen isoliert
(Dorrell et al., 2011; Huch et al., 2013; Lu et al., 2015; N. Tanimizu, Nishikawa, Ichinohe,
Akiyama, & Mitaka, 2014). Als Stammzellen werden LPCs bezeichnet, da sie in vitro bipotent
sind und sowohl zu Cholangiozyten als auch zu Hepatozyten differenzieren kénnen. Dabei
ist es wichtig, LPCs von den Hepatoblasten als fetale Stammzellen abzugrenzen (Boulter,
Lu, & Forbes, 2013; Fausto, Campbell, & Riehle, 2006; G. K. Michalopoulos, 2011). Bisher
existierte aber kein in vivo Nachweis fur die Bipotenz von DRCs, und so war ihr Status als

potentielle LPCs Gegenstand kontroverser Diskussionen.
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Abbildung 2: Gallengdnge und Hering Kandle im Schema und in der Histologie.

A) Schema der normalen Verzweigung eines Gallengangs beim Menschen ibernommen aus (T. A. Roskams et al., 2004). In
der murinen Leber findet sich wegen des geringeren mesenchymalen Bindegewebssaums meist kein oder ein stark
verkirzter intralobuldrer Gang. B) HE-Farbung eines Portalfeldes einer 198 Tage alten Wildtypmaus in 40x VergroBerung. Es
kommen zwei interlobuldre Gallengange umgeben von mesenchymalen Bindegewebssaum zur Darstellung, die dem
Terminal Bile Duct aus A entsprechen, sowie eine weitere Ansammlung bilidrer Zellen, die ein Hering-Kanalchen darstellen.
PV = Portalvene, HA = Arteria hepatica, GG = interlobularer Gallengang, CoH = Hering-Kanalchen.

MafRstabsbalken: 25 pm

1.2. Die Rolle der duktalen Reaktion in der Leberregeneration

Um duktale Reaktionen und LPCs in vivo zu studieren und zur Charakterisierung der
funktionellen Rolle der DR bzw. LPC in der Leberregeneration sind bislang DR-Tiermodelle
notig. Emmanuel Farber, der Erstbeschreiber der DRCs (damals: oval cells), fiihrte in Ratten
eine partielle Hepatektomie durch und unterband die natlrliche Replikation der Hepatozyten
durch vorherige Gabe von 2-Acetylaminofluoren, woraufhin er DRs beobachtete (Evarts,
Nagy, Nakatsukasa, Marsden, & Thorgeirsson, 1989; E. Farber, 1956). Dieses Modell wird
heute zwar auch noch in Ratten benutzt, fihrt allerdings in der Maus nicht zu einer DR und
2-Acetylaminofluoren verursacht  zudem keine  vollstandige Blockade der
Hepatozytenreplikation. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mausmodelle sind die
klassischen DR-Modelle, namentlich die 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine Diat
(DDC-Diat) und die Cholin-defiziente Ethionin-supplementierte Diat (CDE-Diat) (G. K.
Michalopoulos, 2011). Weitere Schadigungsmodelle, die in der Maus zu jeweils
charakteristischen duktalen Reaktionen fuhren, sind einzelne oder wiederholte Gaben von
Tetrachlormethan (CCls), Methylenedianilin (DAPM) oder hochdosiertem Paracetamol und
die operative totale oder partielle Gallengangsligatur, bei der es durch Ligatur der
Gallengange zur Cholestase kommt (G. K. Michalopoulos, Barua, & Bowen, 2005; Santa
Cruz, Liu, Kaphalia, & Kanz, 2007; Theise et al., 1999).

Die Verknupfung von DR-Modellen mit Lineage Tracing-Modellen ermdglicht genauen
Aufschluss Uber das Ursprungskompartiment der DR. Dabei sorgte 2011 eine
Veroffentlichung von Furuyama fir groRes Aufsehen (Furuyama et al., 2011). In dieser
wurde postuliert, dass Sry HMG Box Protein 9 (SOX9) positive bilidre Zellen, sowohl in der

Homoostase als auch nach verschiedenen Schéadigungsmodellen die Hauptquelle neuer
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Hepatozyten darstellen, welche kontinuierlich von periportal nach zentrolobular migrieren.
SOX9+ Zellen dienen sozusagen als Quelle der Regeneration fir das gesamte
Leberlappchen (Abbildung 3). Diese Beobachtung verlieh der alten Hypothese einer
streaming liver (engl. stromende Leber) neue Beachtung und schien diese zu bestéatigen
(Zajicek, Oren, & Weinreb, 1985). Nach dieser Theorie wandern die Hepatozyten in ihrem
200 Tage langen Lebenszyklus von periportal nach zentrolobuléar, durchlaufen in den
unterschiedlichen Azinusbereichen verschiedene Differenzierungsstufen mit
unterschiedlichen enzymatischen Aufgaben und werden kontinuierlich durch periportale LPC

ersetzt.

Zeit nach Markierung des SOX9+ bilifren Kompartiments

>

0 Monate 1 Monat 6 Monate 12 Monate
0
‘0 \ ‘0 ’s on

S0 S 9 9. g
0 l

QIIO ll ll’

© SOX9+ Gallengang M m Hepatozyten
-~ SOX9+ Hering-Kanalchen B Hepatozyten, die aus SOX9+ Zellen entstanden sind

Abbildung 3: Hypothetisches Schema der streaming liver angelehnt an die Veroffentlichung von (Furuyama et al., 2011).
Das SOX9+ Kompartiment wird Cre-induziert mit dem Fluoreszenzprotein tdTom markiert (rot). Dabei entstehen aus dem
SOX9+ Kompartiment in der Leberhomd&ostase kontinuierlich neue Hepatozyten. Die Hepatozyten durchlaufen
unterschiedliche Lebensabschnitte mit verschiedenen enzymatischen Funktionen, bis sie schlieBlich zu Grunde gehen. Dabei
migrieren die Hepatozyten von periportal nach zentrolobuldr. Nach 12 Monaten ist fast die gesamte Leber durch
kontinuierliche Proliferation des SOX9+ Kompartiment erneuert worden. PV = Portalvene, CV = Zentralvene. Abbildung AG
Geisler

Doch nur kurz darauf berichtete eine andere Arbeitsgruppe um Holger Willenbring, dass sich
Hepatozyten nach verschiedenen Schadigungsmodellen beinahe ausschlie3lich aus
Hepatozyten generieren (Malato et al., 2011). Es gelang ihnen nahezu 100% der
Hepatozyten zu einem bestimmten Zeitpunkt mithilfe eines rekombinanten Cre-
exprimierenden Adenovirus hdchst spezifisch zu markieren. Sowohl in der Homoostase als
auch nach diversen Schadigungsmodellen (CCls, BDL, DDC-Diat und % partieller
Hepatektomie) blieben fast alle Hepatozyten markiert, was eine signifikante Neogenese von
Hepatozyten extrahepatozytaren Ursprungs ausschlie3t. Eine weitere Studie von Espafiol-
Sufier et al., in der das biliare Kompartiment mit einer Tamoxifen-induzierbaren Cre-
Rekombinase unter einem Osteopontin-Promotor markiert wurde, beobachtete, dass das
LPC-Kompartiment in der normalen Leberhoméostase keine Differenzierung hin zu
Hepatozyten zeigt und dies auch in den gangigen Schadigungsmodellen unterbleibt.

Lediglich unter CDE-Diat beobachte man nach zwei Wochen einen Hepatozytenanteil von
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0,78 %, bzw. 2,45 % nach weiteren zwei Wochen Regeneration ohne CDE-Diat (Espanol-
Suner et al., 2012). Dieser offensichtliche Widerspruch wurde in etlichen nachfolgenden
Publikationen auf die mangelnde Spezifitdt der von Furuyama et al. verwendeten
Sox9CreERT2-Cre-Rekombinase  zurlickgefihrt, welche auch wenige periportale
Hepatozyten markierte (Jors et al., 2015; Tarlow, Finegold, & Grompe, 2014; Yanger et al.,
2014).

Wahrend diese Untersuchungen allesamt im Mausmodell stattfanden, wurden fur das
Zebrafischmodell zwei Studien publiziert, die darauf hindeuten, dass vor allem die Schwere
des akuten hepatozytdren Schadens bestimmt, aus welchem Kompartiment die
Regeneration erfolgt. So konnten in Zebrafischlarven Cholangiozyten in schweren
Schadensverlaufen tber eine Dedifferenzierung zu Vorlauferzellen redifferenzieren und die
Leber komplett erneuern und auch effektiv zu Hepatozyten differenzieren (Transit-
Amplifikation) (Choi, Ninov, Stainier, & Shin, 2014; J. He, Lu, Zou, & Luo, 2014). Bei
analogen Versuchen mit adulten Zebrafischen wurde allerdings eine konstitutive Cre-
Rekombinase eingesetzt, womit nur eingeschrankte Aussagen Uber die Regeneration der
adulten Leber moglich sind. Die Problematik von Lineage Tracing mit konstitutiven Cre-
Rekombinasen wird spater noch eingehender diskutiert (vgl. S. 18 und 58). Die Rolle der
duktalen Reaktion in der Regeneration stellt sich also in der Literatur widerspriichlich dar,
insbesondere fehlen langfristige Beobachtungen Uber mehrere Monate, wie sie fur die

Analogie zum humanen chronischen Leberschaden erforderlich sind.

1.3. HNF1p als Marker duktaler Reaktionen

In den meisten der neueren Lineage Tracing Studien wird das Cre-loxP System verwendet,
welches eine elegante Methode darstellt, um direkte Nachkommen einer Zielzelle bzw.
spezifischen Zellpopulation zu identifizieren und zu verfolgen. Das Cre-loxP System ist ein
bewahrtes Instrument zur Erzeugung gewebsspezifisch konditionaler Knockout-M&ause oder
Reportermause (Kretzschmar & Watt, 2012). Bei der Cre-Rekombinase handelt es sich um
ein Enzym, das DNS an speziellen Stellen, den sogenannten loxP (Locus of crossover in P1)
Sequenzen, rekombinieren, also schneiden und ligieren kann (Nagy, 2000). Verbunden mit
einem gewebsspezifischen Promotor, im Falle dieser Arbeit Hepatocyte nuclear factor 1b
(Hnflb), ist die Cre-Rekombinase nur in Geweben aktiv, in denen HNF13 exprimiert wird.
Zusatzlich kann der Promotor mit einer rekombinanten Ligandenbindungsdomane eines
Ostrogenrezeptors (ERT2) verbunden werden, welche zwar nicht auf natirliche Ostrogene
reagiert, aber auf das synthetische Antiéstrogen Tamoxifen. Auf diese Weise kann die Cre-
Rekombinase zu einem beliebigen Zeitpunkt durch Tamoxifengabe aktiviert werden.
Induzierbare Knockouts (,loss-of-function®) oder Reporter- und Onkogenaktivierungen (,gain-

of-function®) werden maoglich, indem man eine CreERT2-Rekombinase transgene Maus mit



einer weiteren transgenen Maus kreuzt, bei der beispielsweise das Gen fir p53 von loxP
Sequenzen flankiert respektive gefloxt ist (Anastassiadis, Glaser, Kranz, Berhardt, & Stewart,
2010; Feil, Wagner, Metzger, & Chambon, 1997). Da diese Anderungen permanent in der
DNS der Zelle verankert werden, werden sie auch an jede Zelle weitergegeben, die aus
dieser Zelle entsteht. Wenn nun ein Reportergen wie im Rahmen dieser Arbeit das
Fluoreszenzprotein Rosa26-CAG-tdTomato (R26™™) exprimiert wird, erlaubt dies die gezielte
Verfolgung der markierten Zelllinie (Madisen et al., 2010). Da die CreERT2-Rekombinase
nur zum Zeitpunkt der Tamoxifenapplikation im Kern aktiv ist und Tamoxifen innerhalb von
einigen Tagen abgebaut wird, erlaubt diese Methode die gezielte Verfolgung eines
Kompartiments in vivo Uber einen beliebig langen Zeitraum. So lasst sich die zellulare
Plastizitat der Zielpopulation optimal untersuchen, da ersichtlich wird, ob zum
Analysezeitpunkt nur Zellen des gleichen Typs markiert sind oder auch phanotypisch andere
Zellen, die somit aus der zu Beginn markierten Zellpopulation entstanden sein missen. Das
Verfolgen des Zellschicksals einer Zielzelle mittels des Cre-loxP Systems steht und fallt mit
der Zellspezifitat des Promotors, da nur bei exklusiver Markierung des Zielkompartiments
ohne ektope Markierung sichergestellt ist, dass man das richtige Kompartiment beobachtet.
Ebenso muss sichergestellt sein, dass ausreichend viele Zellen des Zielkompartiments
markiert werden, also eine geniugend hohe Rekombinationsrate vorhanden ist. Ansonsten
kénnten beispielsweise ganze Subpopulationen, die histologisch nicht voneinander zu
trennen sind, unerkannt bleiben. Solche Subpopulationen kénnten abweichende prospektive
Zellschicksale besitzen. Insbesondere fir unseren Versuchsaufbau ist dies entscheidend, da
das eigentliche Kompartiment von Interesse nicht das gesamte bilidre Kompartiment ist,
sondern die mutmalflich darin enthaltene Subpopulation der LPC.

In Vorarbeiten unserer Gruppe konnten wir zeigen, dass sich HNF1B in der Leber als
spezifischer Marker des biliaren und des potentiellen LPC-Kompartiments sehr gut eignet
(Jeliazkova et al., 2013). Das HNF1pB spezifische CreERT2 System wurde bereits von Solar
et. al erfolgreich verwendet (HnflbCreERT2 Mausmodell), um im Pankreas das zellulare
Schicksal der embryonalen HNF1b+ Kompartimente zu verfolgen (Solar et al., 2009). Es
wurde uns freundlicherweise von Jorge Ferrer von der endokrinologischen Abteilung des
Imperial College London zur Verfigung gestellt. Die HnflbCreERT2 Maus enthalt ein
artifizielles bakterielles Chromosom im Exon 1 des Hnflb-Lokus, das zur temporaren
nukledren Translokation der Cre-Rekombinase nach intraperitonealer Tamoxifeninjektion
fuhrt. Ohne Tamoxifenkontakt erfolgte die Cre-Expression lediglich zytoplasmatisch. Hnflb
ist ein Homodoboxgen, das eine entscheidende Rolle in der biliaren Differenzierung bipotenter
Hepatoblasten in der Embryogenese einnimmt. Im adulten Organismus wird HNF1 neben

dem bilidren Kompartiment auch in anderen tubuldr organisierten Epithelien wie dem



exokrinen Pankreas, den Nierentubuli und der Lunge exprimiert (De Simone et al., 1991,
Lazzaro, De Simone, De Magistris, Lehtonen, & Cortese, 1992).

In der adulten Leber der Maus und des Menschen wird HNF1B verstarkt in der duktalen
Reaktion nach Leberschadigungen exprimiert. Das Expressionsmuster gleicht in
Immunofluoreszenzfarbungen (IF-Farbungen) nahezu komplett dem Expressionsmuster von
anderen etablierten biliaren Markern wie Cytokeratin-19 (CK19), SOX9 und A6 (Abbildung
4 A) (Jeliazkova et al., 2013). In simultanen IF-Farbungen mit zwei Antikérpern spricht man
in diesem Fall von Co-Lokalisation der Fluoreszenzsignale. In adulten Hepatozyten, die
typischerweise Hepatocyte Nuclear Factor 4 a (HNF4a) exprimieren, erfolgt keine
Expression von HNF13, wie wir durch IF-Doppelfarbungen mit den jeweiligen Antikérpern
zeigen konnten. Bei der Quantifizierung der Zellen zeigten sich nahezu vollstandige Co-
Lokalisation von HNF1 und SOX9 bzw. CK19 und eine extrem geringe Co-Lokalisation von
HNF1B und HNF4a (0,008%, Abbildung 4 B). In typischen Schadigungsmodellen, wie der
CDE-Diat war die DR deutlich HNF1B+ (Abbildung 4 C und 4 D Mitte). Diese Ergebnisse
ermutigten uns Hnflb als vielversprechenden Promotor fiir das Lineage Tracing der duktalen
Reaktion zu benutzen, um zu tberprifen, inwiefern das bilidre Kompartiment und das darin
mutmallich enthaltene LPC-Kompartiment zur Regeneration der Leber nach chronischer
Schadigung beitragt und ob Hepatozyten aus DRCs neu entstehen kénnen (Abbildung 4 D).
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Abbildung 4: Spezifische Expression von HNF1B in Gallengangszellen und in der duktalen Reaktion.
A) IF-Doppelfdrbung des Portalfeldes einer Wildtypmaus mit HNF1B, der Kernfarbung DAPI und jeweils SOX9, CK19 und
HNF4a. Das Mischsignal aus rot, griin und blau bei Co-Lokalisation aller Farbungen zeigt sich im linken und mittleren Bild.
Das Mischsignal von DAPI mit HNF1B bzw. DAPI mit HNFAa bei fehlender Co-Lokalisation von HNF13 und HNFAa zeigt sich
im rechten Bild. Bezeichnet sind Portalvene (PV) und interlobuldre Gallengdnge (GG). 40x VergroRerung, Mal3stabsbalken
20 pum. B) Grafische Darstellung der Co-Lokalisation in Prozent (y-Achse) verschiedener Zellmarker (x-Achse) mit HNF1p.
HNF1B und SOX9 (97,04 % + 0,52 %, n = 3), HNF1B und CK19 (99,89 % + 0,10 %, n = 5). Nahezu keine Co-Lokalisation von
HNF1B und HNF4a (0,008 % + 0,004 %, n = 8). Ausgezahlt an Wildtypmausen nach IF-Doppelfarbungen mit den jeweiligen
Markern wie in A zu sehen. C) IHC-Farbung mit HNF1B in Wildtypmd&usen ohne und nach zwei Wochen unter CDE-Diat.
Links: Portalfeld einer Wildtypmaus in 40x VergroRerung (Pfeilspitzen = Gallengange und bilidre Zellen). Mitte und rechts:
Portalfeld einer Wildtypmaus nach zwei Wochen CDE-Diat mit deutlicher duktaler Reaktion in 20x bzw. 40x VergréRerung
(Ausschnitt). Eine Vermehrung der biliaren Zellen im Sinne von DRCs, die HNF1B positiv sind (Pfeilspitzen), mit Invasion des
periportalen Gewebes ist zu sehen. AuRerdem typische Hepatozyten, die HNF1B negativ sind (Sternchen). D) Schema zur
duktalen Reaktion nach CDE-Didt. Wahrend Hepatozyten untergehen, expandieren und proliferieren bilidare HNF1p+ Zellen,
im Sinne von DRCs einer duktalen Reaktion. HNF1B+ Leberprogenitorzellen differenzieren dabei hypothetisch zu einem
unbekannten Anteil zu Hepatozyten, um den Hepatozytenuntergang unter CDE-Didt zu kompensieren (rechts). Abbildung
und Daten modifiziert aus Abbildung 1 in (Jors et al., 2015). Schema: AG Geisler

1.4. Das HNF1bCreER Mausmodell als hocheffektives Werkzeug zum
spezifischen Lineage Tracing des duktalen Kompartiments in der
Leberregeneration

In Vorversuchen der AG Geisler fihrten Simone Jors und Petia Jeliazkova verschiedene
Versuche durch, an denen ich im Rahmen meiner Dissertation mitwirkte, um die Rolle des
biliazren HNF1B+ Kompartiments beziehungsweise der potentiellen LPCs in der

Leberregeneration zu untersuchen. Dabei wurde ein erfolgreiches Lineage Tracing maoglich,
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indem HnflbCreERT2-Mause mit R26™™-Reportermausen  zu R26'xSTOP-
tdTom;HNflbCreERT2*-Mausen (kurz R26™"HnflbCreER-M&usen) gekreuzt wurden
(Abbildung 5 A). Diese Mause produzieren nach Induktion mit Tamoxifen das rote
Fluoreszenzprotein tdTomato (tdTom) in den Zellen, die zu diesem Zeitpunkt HNF1(
exprimiert hatten, und auch in allen Zelllinien, die davon abstammen. 4-5 Wochen alte
R26™"HnflbCreER-M&ause wurden dann — wie weiter unten beschrieben — einmalig mit
Tamoxifeninjektion behandelt (intraperitoneale Injektion, i.p.), um die CreERT2-Rekombinase
zu aktivieren und die HNF1B+ Zellen dadurch mit tdTom zu markieren. Die Mause wurden 7
Tage nach Induktion analysiert. Die Rekombinationsrate wurde errechnet aus dem Verhaltnis
von erfolgreich rekombinierten Zellen, also simultan tdTom+ und HNF13+ Zellen, zu allen
HNF1B+ Zellen. Die Rekombinationsrate wurde anhand von IF-Doppelfarbungen mit HNF1(3
bestimmt und lag bei >84 % (Abbildung 5 B). In IF-Doppelfarbungen mit den biliaren
Markern SOX9 und CK19 wurden nahezu identische Raten beobachtet (Abbildung 5 C).
Ektope Markierung HNF4a positiver Hepatozyten hingegen war mit 0,012 % extrem selten
(Abbildung 5 C). Damit waren die wesentlichen Grundvoraussetzungen des Lineage Tracing,
wie Markierungseffizienz und Zellspezifitat, erfullt.
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Abbildung 5: Hocheffektive und hochspezifische Markierung des duktalen Kompartiments in R26™™Hnf1bCreER-
Mausen.

A) Schematische Darstellung des genetischen Mausmodells der R26°™Hnf1bCreER-Mause, die im Alter von 4-5 Wochen
durch einmalige intraperitoneale Tamoxifeninjektion induziert wurden und nach 7 Tagen analysiert wurden. B) Anhand von
IF-Farbung von HNF1B und DAPI ergab sich eine durchschnittliche Rekombinationsrate von 84,3 % + 0,6 % (n=5, jeweils 30
Portalfelder). C) Reprasentative IF-Doppelfarbungen mit den jeweiligen Markern, wie sie fir die Auszdhlung benutzt
wurden. Das tdTom+ Signal war dabei auf HNF1B+/SOX9+/CK19+ Gallenginge und die CoH beschrankt. Co-Lokalisation mit
HFN4a wurde als ektope Markierung von Hepatozyten interpretiert und war ein extrem seltenes Ereignis (0.012% + 0.003%,
n = 10). GG = Gallengang, PV = Portalvene, Pfeile = Hering-Kanalchen und bilidre Zellen, Tam = Tamoxifen. MaRstabsbalken:
20 um. Modifiziert aus Abbildung 1 in (Jors et al., 2015)

Um das zelluldre Schicksal der HNF1B+ Zellen zu verfolgen und die Frage zu klaren, ob
diese Zellen in der Lage sind, zu Hepatozyten zu differenzieren, untersuchten wir zunachst
deren Verhalten in 2zwei verschiedenen klassischen Leberschadigungsmodellen in
R26™™HnflbCreER-Mausen. Zunachst fiihrten wir eine erweiterte 80 % partielle

Hepatektomie durch. In der Analyse nach 10 Tagen zeigten sich keine tdTom+ Hepatozyten.
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Um die Proliferation der Hepatozyten zu hemmen, wurde anderen R26™™HnflbCreER-
Mausen Retrorsin vor einer 2/3 partiellen Hepatektomie verabreicht, es zeigte sich aber das
gleiche Ergebnis: Es war keine relevante Neogenese von Hepatozyten aus HNF1B+ Zellen
zu beobachten (Abbildung 1 C im Zusatzmaterial (Jors et al., 2015)).

Neben diesen klassischen Regenerationsmodellen mit akutem Volumenverlust der Leber,
setzten wir R26™™Hnf1bCreER-Mause weiteren etablierten Schadigungsmodellen aus, die
jeweils durch eine DR bzw. durch eine putative LPC-Antwort charakterisiert sind und
maoglicherweise mit einer Regeneration der Hepatozyten durch DRCs/LPCs einhergehen
(Gallengangsligatur, DAPM-Injektion, und zwei Wochen DDC- und CDE-Diat). Dabei wurde
deutlich, dass die Zellen der beobachteten duktalen Reaktionen stets von Zellen des biliaren
HNF1B8+ Kompartiment abstammen, da nahezu alle CK19+ Zellen der DR auch den
Fluoreszenzmarker tdTom co-exprimierten. Dabei war bemerkenswert, dass wir abermals
nahezu keine Neogenese von Hepatozyten aus dem tdTom+ markierten HNF1B+ bilidren
Kompartiment beobachten konnten, abgesehen von einem minimalen Anteil von 0,04% der
Hepatozyten nach zwei Wochen unter CDE-Didt. Auch in dem chronischen genetischen
Schéadigungsmodell der Mdr2-Knockout Maus (Mdr2”R26™™HnflbCreER), welches
gleichzeitig ein inflammatorisch-getriggertes HCC-Modell darstellt, zeigte sich nach 5
Wochen zwar eine effektive tdTom-Markierung der DRCs, jedoch keine Neogenese von
Hepatozyten aus dem biliaren Kompartiment (Abbildung 2 in (Jors et al., 2015)). Somit zeigte
sich fur akute Leberschadigung keine Beteiligung des HNF1B-Kompartimentes und damit
des mutmalflichen LPC-Kompartiments an der Neogenese von Hepatozyten.

Da jedoch die DR mdglicherweise erst bei chronischer Leberschadigung signifikant zur
Regeneration des hepatozytaren Kompartiments beitragt, beobachteten wir das zellulare
Schicksal der duktalen Zellen Gber mehrere Monate (G. K. Michalopoulos, 2014b; Williams,
Clouston, & Forbes, 2014). Dabei wurden R26™™Hnf1bCreER-M&use nach 3 und 8 Monaten
unter DDC-Diat und nach 4 Monaten unter CDE-Diat analysiert und Mdr2”
R26™™HnflbCreER-Mause nach 6 und 12 Monaten. In all diesen Modellen war eine
ausgepragte DR zu beobachten, allerdings zeigte sich im DDC-Modell und im Mdr2”-Modell
keine signifikante Neogenese von tdTom+ Hepatozyten aus DRCs und im CDE-Modell
zeigte sich eine minimale Neogenese von Hepatozyten aus DRCs (1,51 %) (Abbildung 3 in
(Jors et al., 2015)). Auch in drei verschiedenen Langzeitmodellen chronischer
Leberschadigung zeigte sich also kein bzw. ein marginaler Beitrag des HNF13+
Kompartiments zur Neogenese von Hepatozyten.

Diese Daten stellten die Vorstellung von der duktalen Reaktion als relevante Notfalloption zur
Regeneration von Hepatozyten ernsthaft in Frage und lieBen Zweifel aufkommen, ob der
Begriff Leberprogenitorzellen oder Hepatische Progenitorzellen fur die Zellen der duktalen

Reaktion wirklich angemessen ist, solange deren Funktion nicht endgultig geklart ist. Etliche
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weitere Arbeitsgruppen kamen in der Zwischenzeit diesbeziiglich zu den gleichen
Ergebnissen (Rodrigo-Torres et al., 2014; Schaub, Malato, Gormond, & Willenbring, 2014;
Tarlow et al., 2014; Yanger et al., 2014).

Nach den Untersuchungen zur Plastizitdt des HNF13+ Kompartiments wahrend und nach
der Regeneration chronischer Schadigungen, widmeten wir uns im nachsten Schritt der
Leberkanzerogenese und der Frage, ob, wie weithin angenommen wird, Zellen des HNF13+
Kompartiments Ursprungszellen des Hepatozellularen Karzinoms (HCC) und des

Cholangiokarzinoms (CC) sein kénnen.

1.5. Zur Rolle von Krebsstammzellen beim HCC und CC

Bei Uberlegungen zu Krebsstammzellen muss man die Begriffe tumorinitierende Zelle bzw.
Ursprungszelle (,cell of origin“) und Krebsstammzelle unterscheiden. Diese werden
unglucklicherweise haufig synonym verwendet. Der Begriff tumorinitierende Zelle bezieht
sich auf die tatséchliche Ursprungszelle des Tumors. Diese kann in bestimmten Tumoren
auch eine Stammzelle sein. Krebsstammzellen im eigentlichen Sinn hingegen kénnen sich
auch erst im Laufe der Progression des Krebses (z.B. durch zunehmende Dedifferenzierung
einer initial reifen Ursprungszelle) bilden. So kénnen sich diese Zellen auch substantiell vom
Phanotyp der Ursprungszelle unterscheiden und mdglicherweise aufgrund ihres veranderten
phéanotypischen Erscheinungsbildes einen anderen Ursprungsort suggerieren (Visvader,
2011).

Obwohl allgemein angenommen wird, dass Krebs generell aus einer Ursprungszelle klonal
entsteht, zeigt sich in vielen Tumoren, nicht nur in verschiedenen Patienten, sondern auch
innerhalb eines Tumors, eine grol3e Heterogenitat der Zellen hinsichtlich ihrer Morphologie
und ihres Verhaltens (Fialkow, 1976; McGranahan et al.,, 2015). Zur Erklarung dieses
Phanomens werden klassischerweise mehrere Mechanismen herangezogen, wie
stochastisch genetische und epigenetische Mutationen im Sinne einer klonalen Evolution.
Auch veranderte &uf3ere Bedingungen, wie die Mikroumgebung, konnen die Krebszellen
beeinflussen (Magee, Piskounova, & Morrison, 2012).

Die Existenz von Krebsstammzellen wurde zunéchst fiir maligne héamatopoetische
Erkrankungen und spéater auch fir viele solide Tumoren im ZNS und in der Mamma
bewiesen (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003; Lapidot et al., 1994;
Singh et al., 2004). Krebsstammzellen besitzen die Eigenschaft der Selbsterneuerung,
kénnen jede Zelle des Tumors produzieren und proliferieren kontinuierlich (Jordan, Guzman,
& Noble, 2006; J. U. Marquardt, Factor, & Thorgeirsson, 2010; Nguyen, Vanner, Dirks, &
Eaves, 2012). Um Krebsstammzellen in einem Tumor nachzuweisen, wird zun&chst meist
mittels Durchflusszytometrie eine bestimmte Subpopulation eines Tumors isoliert und

anschliellend in immunkomprimierte Wirtstiere transplantiert. Dabei entsteht aus

13



implantierten Krebsstammzellen der Ursprungstumor, wahrend auch deutlich groRere
Mengen anderer implantierter Tumorzellen keine Tumorentstehung zur Folge haben
(Abbildung 6 aus (Visvader, 2011)).

Q No tumour
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Abbildung 6: Schemazeichnung zur normalen Differenzierung aus Stammzellen und zur Krebsentstehung.
Die Entwicklung von Krebsstammzellen (CSC) findet erst im Verlaufe der Krebsentstehung statt und ist von der
Ursprungszelle (,Cell of origin“) abzugrenzen. Dabei kann sich aus einer Krebsstammzelle potentiell ein ganzer Tumor
entwickeln, aber aus den restlichen Tumorzellen nicht. Abbildung aus (Visvader, 2011)

Hier soll nun zunachst auf die verschiedenen Arten von Leberkrebs eingegangen werden
und anschlie@end auf die Rolle von Krebsstammzellen und LPCs bei Leberkrebs. Die
Gesamtheit der verschiedenen primaren malignen Lebertumoren stellt die weltweit
sechsthaufigste Krebsform dar und ist die dritthdufigste krebsbedingte Todesursache.
Manner sind dabei deutlich haufiger betroffen als Frauen. Die Zahlen fir Inzidenz und
Todesfalle gleichen sich weltweit mehr oder weniger, was die Malignitdt und die
Schwierigkeiten in der Therapie verdeutlicht (Jemal et al., 2011).

Die haufigste Entitat bildet hierbei das HCC mit einem Anteil von 70-85 %. Es entwickelt sich
als gemeinsamer Endpunkt nahezu ausschliellich auf dem Boden einer chronischen
Lebererkrankung. Unter anderem aufgrund der hohen Pravalenz von Hepatitis B und C in
Sidostasien und Afrika sind die meisten Patienten derzeit in diesen Landern zu finden. Auch
in westlichen Landern stieg in den letzten Jahren die Inzidenz, was vermutlich auf die
steigende Pravalenz von Hepatitis C und nicht alkoholischer Fettleberhepatitis
zurlckzufuhren ist (Adipositas) (Scalera & Tarantino, 2014). Das zweithaufigste priméare
Malignom der Leber mit einem Anteil von etwa 10 % ist das Cholangiokarzinom (CC), das
ebenfalls auf der Grundlage chronischer Lebererkrankungen entsteht, jedoch auch in nicht
chronisch geschéadigten Lebern auftreten kann. Vor allem die Hepatitis-C-Virus-Erkrankung
spielt dabei eine wichtige Rolle (Li et al., 2015). Fur das CC zeichnet sich eine niedrige, aber
steigende Inzidenz weltweit ab. Aufgrund der haufig infausten Prognose ist das CC auch bei

geringer Fallzahl medizinisch relevant (Sia, Tovar, Moeini, & Llovet, 2013).
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Auf der Suche nach Krebsstammzellen beim Leberkrebs sind bereits etliche
Zelloberflachenmarker publiziert worden, mit deren Hilfe mutmafliche Krebsstammzellen in
der Leber isoliert werden konnten, darunter CD133 (Rountree, Ding, He, & Stiles, 2009),
EpCam (Yamashita et al., 2013) und CD44 (Yang et al., 2010; Zheng et al., 2014). Dabei gilt
als gesichert, dass zumindest ein gewisser Teil der Lebertumoren Krebsstammzellen bzw.
Zellen mit Stammzellcharakter enthalt (Oikawa, 2016; Rountree, Mishra, & Willenbring,
2012). Bemerkenswerterweise werden viele der vorgeschlagenen Marker flr
Krebsstammzellen auch vom reguléren biliaren Kompartiment exprimiert, in dem wie weiter
oben beschrieben das Progenitorzellkompartiment der Leber vermutet wird. Dies wird von
vielen als Hinweis auf die Abstammung von Krebsstammzellen aus dem Progenitorzell-
Kompartiment gesehen. Zusatzlich wird eine gezielte Selektion von Krebsstammzellen durch
diese Tatsache erheblich erschwert. Dabei konnte ein Ursprung von HCCs aus LPCs mit
einem anderen biologischen Verhalten des Tumors assoziiert sein, da Hepatoblasten-
ahnliche HCC Gen-Signaturen (also Signaturen ahnlich einer embryonalen Progenitorzelle)
mit einer schlechten Prognose verknupft sind (Lee et al., 2006). Es gibt derzeit keinen in vivo
Nachweis, dass aus LPCs tatsachlich Krebsstammzellen entstehen kénnen — was jedoch
weithin angenommen wird — oder ob vielmehr eine Dedifferenzierung reifer Zellen im Laufe
der Karzinogenese fur den Progenitor-/bzw. Stammzellph&notyp verantwortlich ist, siehe
Abbildung 7 aus (Yamashita & Wang, 2013).

1.6. Aufder Suche nach der Ursprungszelle der Lebertumoren

Diese Arbeit beschéftigt sich allerdings hauptsachlich mit dem Aspekt der tumorinitiierenden
Zelle und Ursprungszelle (,Cell of origin)* und weniger mit Krebsstammzellen.
Herauszustellen ist, dass trotz der scheinbar eindeutigen Namen bis dato keine Einigkeit
dariiber herrscht, aus welchen Ursprungszellen HCCs und CCs entstehen. Au3erdem stellt
sich die Frage, ob die verschiedenen Subtypen dieser beiden grof3en Entitdten durch
Dedifferenzierung aus einer Ursprungszelle entstehen konnen oder unterschiedliche
Ursprungszellen haben (Abbildung 5 aus (Yamashita & Wang, 2013)), sowie (Razumilava &
Gores, 2014; Zucman-Rossi, Villanueva, Nault, & Llovet, 2015). Beim CC werden
beispielsweise intrahepatisches CC (ICC), perihilares CC und extrahepatisches CC
unterschieden (Blechacz, Komuta, Roskams, & Gores, 2011; Cardinale, Carpino, Reid,
Gaudio, & Alvaro, 2012; Nakanuma et al., 2014). Die Einteilung und Subgruppierung von
HCC und CC erfolgt aber zurzeit nach histologischen Kriterien. Diese schlieRen aber nur die
Differenzierung des Tumors zum Zeitpunkt der Probenentnahme ein, welche aufgrund
zellularer Plastizitdt nicht zwingenderweise mit der Differenzierung der Ursprungszelle

Ubereinstimmen muss.
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Da sich adulte Stammzellen selbst erneuern knnen, aber auch zu den verschiedenen Zellen
eines Gewebes differenzieren kénnen und ein hdheres Proliferationspotenzial besitzen als
differenzierte Gewebezellen, fragte man sich schon lange, ob adulte Stammzellen die
Ursprungszellen von malignen Tumoren sind. In der Leber postulierte Sell noch vor den
bahnbrechenden Arbeiten in anderen Organsystemen Stammzellen als Ursprungszellen des
HCC und des CC (Sell & Dunsford, 1989). Sell entwickelte seine Hypothese anhand der
Beobachtung, dass HCCs zu 90 % auf dem Boden chronischer Schadigungen und der
daraus resultierenden Leberzirrhose entstehen und es hierbei zu Progenitorzellaktivierung im
Rahmen duktaler Reaktionen kommt (Thorgeirsson & Grisham, 2002). In vitro Experimente,
in denen zuvor isolierte p53 defiziente Ovalzellen/DRCs in immundefiziente Mause
transplantiert wurden und zur Tumorentstehung fihrten, unterstiitzten diese Hypothese
(,proof-of-principle“) (Dumble, Croager, Yeoh, & Quail, 2002; Holczbauer et al., 2013).

Altere Studien zum Ursprung von HCC und CC fuf3ten vor allem auf histologischen Analysen
und postulierten klassischerweise Hepatozyten als Ursprungszellen des HCC und
Cholangiozyten als Ursprungszellen des CC. Fiur gemischte Tumoren hingegen, mit
Charakteristika beider Entitaten, wie dem Cholangiolozellularen Karzinom (CLC) wurden
zudem LPCs auf Basis histologischer Ahnlichkeiten als mutmaRliche Ursprungszelle
postuliert (Komuta et al., 2012; T. Roskams, 2006; F. Zhang et al., 2008). Neuere Studien, in
denen Signalwege in Hepatozyten zellspezifisch aktiviert wurden, zeigten aber, dass
Hepatozyten auch als Ursprungszelle des CC fungieren kénnen (B. Fan et al., 2012; Sekiya
& Suzuki, 2012; Zender et al., 2013). Dem mutmallichen LPC-Kompartiment der Leber wird
eine enorme Plastizitat zugesprochen und die potenzielle Fahigkeit, zu biliaren Zellen und
Hepatozyten zu differenzieren. Deshalb erscheint es moglich, dass LPCs unter onkogenem
Druck maligne entarten kénnen und somit LPCs Ursprungszellen des HCC und CC sein

kdénnten.
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Abbildung 7: Postuliertes Schema zur Rolle von Krebsstammzellen bzw. Ursprungszellen der Krebsentstehung in der
Leber.

LPCs kénnten prinzipiell auf verschiedene Weise Ursprungszellen des HCC und CC (= CCA) sein. Entweder durch direkte
Entwicklung zu Krebsstammzellen (= CSC) oder Uber die Differenzierung zu Hepatozyten und Cholangiozyten und deren
maligne Entartung. Diese kdnnen wiederrum zu CSC werden oder direkt zu HCC und ICC entarten. AuBerdem kann sich aus
einem differenzierten HCC und ICC mit vergleichsweise guter Prognose ein dedifferenziertes HCC oder ICC mit
Mischphanotyp und schlechter Prognose entwickeln und vice versa. Abbildung ibernommen aus (Yamashita & Wang,
2013).

1.7 Mausmodelle zur Untersuchung der Sensibilitit von Zellen der
duktalen Reaktion gegeniiber onkogener Transformation

Wie oben ausgefihrt, ist die Identitat der Ursprungszelle sowohl des HCC, als auch des CC
nicht geklart. Ob HCCs nun aus Hepatozyten oder bipotentialen adulten Progenitorzellen
bzw. ob CCs aus reifen Gallengangszellen, Progenitorzellen oder vielmehr durch
Transdifferenzierung/Dedifferenzierung reifer Hepatozyten entstehen, ist weiterhin
Gegenstand teilweise dogmatisch gefiihrter Kontroversen (Brunt, Paradis, Sempoux, &
Theise, 2015; R. V. Guest et al., 2014; Mu et al., 2015; Yamashita & Wang, 2013).

Um mittels Lineage Tracing in vivo zu uberprifen, ob aus Zellen der DR als mutmalliches
Kompartiment adulter Leberprogenitorzellen Tumoren in der Leber entstehen kénnen, gibt es
verschiedene Optionen. Eine Mdglichkeit besteht darin, das putative ,cell-of-origin-

Kompartiment® (in unserem Fall das HNF13+ Kompartiment) mittels genetischem Lineage
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Tracing irreversibel zu markieren und zu einem spateren Zeitpunkt nach Exposition in
etablierten Tumormodellen flr das HCC zu analysieren, ob die beobachteten Tumoren den
Lineage Marker exprimieren. Im Falle eines positiven Nachweises des Lineage Markers
(tdTom) in den Tumorzellen des HCC, wirde dies die Abstammung des HCC aus Zellen des
biliaren bzw. eines bipotentialen Progenitorkompartimentes zeigen.

Fur das HCC werden in der Maus zwei Modelle besonders haufig verwendet. Zum einen das
chemisch-genotoxische DEN-Modell und zum anderen das konstitutive Mdr2”-Modell. Beim
DEN-Modell wird das Karzinogen n-Nitrosodiethylamine (DEN) i.p. injiziert. Das DEN-Modell
besitzt eine Penetranz von etwa 60-80 % und fihrt in Wildtypmé&usen nach 8 Monaten zu
HCC-Knoten (Dill et al., 2013; G. He et al.,, 2013; Maeda, Kamata, Luo, Leffert, & Karin,
2005). Dabei ist der Allgemeinzustand der Tiere zu diesem Zeitpunkt aber nur unwesentlich
beeintrachtigt, unter anderem da die Tumorentstehung im Wesentlichen auf die Leber
begrenzt ist. DEN wird in Hepatozyten zu einem DNS alkylierendem Metaboliten
verstoffwechselt (Verna, Whysner, & Williams, 1996) und fiihrt zum Tod von Hepatozyten (J.
L. Farber & Gerson, 1984). Da DEN viele Mutationen im Genom induziert und auch in
Gensignaturen humaner HCCs viele Mutationen im Vergleich zu Tumoren anderer Gewebe
zu finden sind, bildet es die humane Situation gut ab (Guichard et al., 2012). Des Weiteren
zeigt sich im DEN-Modell auch die fur den Menschen typische Geschlechterdisparitat:
Méannliche Mause sind suszeptibler fir HCCs als Weibchen (Naugler et al., 2007). Zudem
gibt es Hinweise auf eine inflammatorische Komponente des DEN-Modells und es weist
histologisch und genetisch Parallelen zum humanen HCC mit unglnstiger Prognose auf (Lee
et al.,, 2004). Aufgrund der starken duktalen Reaktion, die in diesem Modell vor der
Tumorentstehung beobachtet wird und spéter die Tumorknoten haufig umgibt, wurde
postuliert, dass die Zellen der duktalen Reaktion auch die Ursprungszellen des HCCs in
diesem Modell darstellen (Andersen et al., 2010; T. Roskams, 2006).

Beim Mdr2-Knockout-Modell (Mdr2”-Mause) handelt es sich um ein weiteres gut etabliertes

und inflammations-assoziiertes HCC-Mausmodell, das 1994 von Mauad et al. beschrieben
wurde (Mauad et al., 1994; Pikarsky et al., 2004). In Mdr27"-Mausen wird konstitutiv ein

leberspezifisches P-Glykoprotein nicht exprimiert, welches Phosphatidylcholin durch die
Membran der Hepatozyten in die Gallengdnge transportiert. Dadurch kommt es zur
Regurgitation der Gallensauren und zur Cholestase mit konsekutiv hepatozytarer

Schadigung. Die Mdr27"-Maus dient zudem als Tiermodell der sklerosierenden Cholangitis

(Fickert et al., 2004). Zun&chst sind durch die Inflammation der Leber und die Toxizitat der
Gallensauren Dysplasien in der Leber zu beobachten und nach etwa 16 Monaten entwickeln
nahezu alle Mause HCCs. Das Mdr2”-Modell ahmt dadurch die sequentielle HCC-
Entwicklung im Menschen in vielen Punkten sehr gut nach (Katzenellenbogen et al., 2007)

und flhrt zuséatzlich zu einer massiven DR mit Expression von HNF1B3 und damit zu einer
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»Aktivierung“ des LPC-Kompartiments, die nahelegt, dass HNF1B+ Zellen im Mdr2"-Modell

maligne entarten kdnnten und die Ursprungszellen des HCC sein kdnnten (Jors et al., 2015).

Eine andere Mdglichkeit, das mutmalfiliche Leberprogenitorzell-Kompartiment hinsichtlich der
Rolle bei der Krebsentstehung zu untersuchen besteht darin, dieses Kompartiment
onkogenem Druck auszusetzen. Dabei werden spezifisch im LPC-Kompartiment Onkogene
aktiviert bzw. Tumorsuppressoren deletiert und anschlieBend analysiert, ob Zellen des LPC-
Kompartiments maligne entarten und wenn ja, welchen Tumorphanotyp sie aufweisen.
Dieser Ansatz wurde in der Forschung zum HCC und CC unter anderem von O’Dell et al.
bereits durchgefihrt. O’Dell et al. beschrieben CC-Entwicklung nach konstitutiver Cre-
induzierter Uberexpression von Kras und Deletion von p53 unter einem Albuminpromotor
(O'Dell et al., 2012). Analog zu dieser Studie werden in der vorliegenden Arbeit die gleichen
onkogenen Transformationen genutzt, allerdings bietet unser Ansatz die Mdoglichkeit,
tatséchlich gezielt das biliare und mutmalfiliche LPC-Kompartiment zu untersuchen und die
Transformationen erst durch Tamoxifeninjektion zu einem postpartalen Zeitpunkt zu
aktivieren. Der von O’Dell et al. verwendete Albuminpromotor hat eingeschrankte
Aussagekraft, da die Cre-Rekombinase nicht induzierbar war und somit Hepatoblasten-
spezifisch und nicht Hepatozyten-spezifisch ist. Damit erfolgt eine Aktivierung der Cre-
Rekombinase sowohl in Hepatozyten, als auch in Cholangiozyten, wie eingangs bei der
Leberentwicklung erwahnt (Abbildung 1) (Geisler et al., 2008).

Es erscheint sinnvoll, diejenigen Signalwege und Onkogene zu beeinflussen, die mdglichst
dem frihen, natirlichen Verlauf der Tumorentstehung entsprechen, um die Aussagekraft
solcher Transformationsexperimente zu erhéhen. In humanen HCCs und CCs lasst sich
beobachten, dass Mutationen, die das Tumorsuppressorgen p53 betreffen mit am haufigsten
sind (Forner, Llovet, & Bruix, 2012; Schulze et al., 2015; Sia et al., 2013; Villanueva, Newell,
Chiang, Friedman, & Llovet, 2007). Das p53 Gen ist eines der am langsten bekannten und
am intensivsten beforschten tumorassoziierten Gene. Es nimmt eine zentrale Rolle in der
Zellzykluskontrolle, Apoptose, DNS-Reparatur und Differenzierung ein und gilt als der
Wachter des Genoms (Hainaut & Wiman, 2009). Fur das HCC sind Mutationen im p53 Gen
am starksten mit einem LPC-ahnlichen Genexpressionsmuster assoziiert und haben eine
ungunstige Prognose fur den Patienten zur Folge (Woo et al.,, 2011). Ebenso treten
Mutationen im p53 Gen in HCCs verschiedener Atiologien wie viralen Hepatitiden und
chemischen Kanzerogenen auf (Hussain, Schwank, Staib, Wang, & Harris, 2007). Aus
diesen Griunden wahlten wir die Inaktivierung von p53, als eine der Mutationen fir ein
genetisches Tumormodell zur Untersuchung der Karzinogenese.

Einen anderen Mechanismus der Karzinogenese stellen aktivierte

Wachstumssignalkaskaden dar, bei denen im HCC der Epidermale Wachstumsfaktor
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Rezeptor (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) und das Signal, welches von der
GTPase ras ausgeht, in Uber 50 % der Falle aktiv sind (Forner et al.,, 2012; Stephen,
Esposito, Bagni, & McCormick, 2014). Da dieser wichtige Sighalweg durch Kras konstitutiv
angeschaltet wird und zudem in CCs 40 — 50 % aller Tumoren Kras-Mutationen aufweisen
(Hezel, Deshpande, & Zhu, 2010; Isa et al., 2002), entschieden wir uns auch, Kras als
Mutation fur das transgene Tumormodell dieses Projekts zu wahlen, auch wenn isolierte

Kras-Mutationen in HCCs selbst eher selten auftreten (Calvisi et al., 2006).
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2 Zielsetzung

Wie in der Einleitung ausgefihrt, wird weithin angenommen, dass in der adulten Leber
Leberprogenitor- bzw. fakultative Leberstammzellen in den terminalen Asten des
intrahepatischen Gallengangssystems residieren, welche in Form duktaler Reaktionen
aktiviert werden. In den Vorarbeiten zu dieser Dissertationsarbeit konnten wir zeigen, dass
duktale Reaktionen in verschiedenen Schadigungsmodellen aus dem biliaren (HNF1p+)
Kompartiment entstehen, dabei aber nahezu ausnahmslos ihren bilidren Phanotyp behalten
und dass HNF1p+ Zellen auch nach schwerer Leberschadigung allenfalls minimal zur
Neogenese von Hepatozyten beitragen (Jors et al., 2015).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Identitdt der Ursprungszelle der beiden hé&ufigsten
Lebertumoren HCC und CC nicht geklart. LPCs bzw. DRCs werden unter anderem aufgrund
ihrer hohen proliferativen Kapazitat und der ihnen weithin zugeschriebenen zellularen
Plastizitat auch als Ursprungszellen von Leberkrebs vermutet. Ziel der vorliegenden Arbeit ist
es, mit dem R26™™HnflbCreER Lineage Tracing Mausmodell die hoch-kontrovers diskutierte
Frage zu beantworten, ob bzw. unter welchen Bedingungen Zellen des HNF1B+ biliaren/
bzw. mutmallichen LPC-Kompartiments als Ursprungszellen der beiden haufigsten primaren

Lebertumoren HCC und CC fungieren kénnen.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1.) Entstehen HCCs in klassischen chemischen bzw. genetischen HCC-Mausmodellen
aus dem mutmalflich bipotentialen LPC-Kompartiment?
a.) Zellularer Ursprung des HCCs im DEN-Modell?
b.) Zellularer Ursprung des HCCs im Mdr2”-Modell?

2.) Ist das HNF 1B+ Kompartiment als mutmalfiliches LPC-Kompartiment empféanglich fur

onkogene Transformation durch genetische Manipulation in transgenen Mausmodellen?
a.) Fuhrt die HNF1B-spezifische Inaktivierung des Tumorsuppressors p53
und/oder die Expression von onkogenem Kras (,HKP-Modell“) zur Entwicklung
von Tumoren und falls ja, welchen Phénotyp zeigen diese (HCC oder CC)?
b.) Wie veréndert sich die Tumorgenese nach Kombination des HKP-Modells mit
Schadigungsmodellen, die durch duktale Reaktionen und damit mutmallicher
LPC-Aktivierung charakterisiert sind (HKP + DDC bzw. HKP + CDE)?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien besitzen zumindest einen Reinheitsgrad fir

analytische Zwecke.

3.1.1 Allgemeine Substanzen, Chemikalien und Materialien

Name

Aceton

Agarose

Blocking Kit, IHC, Avidin/Biotin

BSA, Bovines Serum Albumin

Cryo Pure Gefal3 1,6 ml weil3

DAB Kit

DAPI-Mounting Medium, Eindeckelmedium
Deckglaser 24x40mm

DNase-Set RNase free

dNTP Mix

EDTA

Eisessig

Eosin, konzentriert, wassrig 2%

Ethanol, unvergallt 99,9%

Ethanol, 80 %, 96 % und absolut
Ethidiumbromid 1 %

Gene Ruler 100bp DNA ladder
D(+)-Glucose

Hamatoxylin-Lésung modifiziert nach Gill 111
Hydrogenperoxid, 30%

Isopropanol

Kassetten, griin und weil3
Magnesiumchlorid

B-Mercaptoethanol

Mounting Medium, Eindeckelmedium, Vectashield
Objekttrager, Menzel-Glaser
Paraformaldehyd, phosphatgepuffert 4%
PBS, Phosphatgepufferte Saline, DPBS
Pertex, Mounting Medium

Probenréhrchen PE, DM 22mm mit Eindriickdeckel
Proteinase K, PCR Grade

Ready Mix Red Taq, PCR Reaktions Mix
Roticlear Xylol-Ersatz

D(+)-Saccharose

SDS, Natriumdodecylsulfat

Stickstoff, fliissig

TagDNA Polymerase

Tierseren (Esel, Hase und Ziege)
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Hersteller

Fa. Merk

Fa. Peqglab

Fa. Vector

Fa. Serva

Fa. Sarstedt

Fa. Vector

Fa. Vector Laboratories
Fa. Medite

Fa. Quiagen

Fa. Fermentas

Fa. Fluka

Fa. Merck

Fa. Waldeck

Fa. Merck

Apotheke Klinikum rechts der Isar
Fa. Apllichem GmbH
Fa. Thermo Fischer Scientific
Fa. Sigma

Fa. Merck

Fa. Merck

Apotheke Klinikum rechts der Isar
Fa. Medite

Fa. Merck

Fa. Sigma

Fa. Vector Laboratories
Fa. Thermo Scientific
Fa. Roth

Fa. GIBCO

Fa. Medite

Fa. Roth

Fa. Roche

Fa. Sigma

Fa. Carl Roth GmbH
Fa. Sigma

Fa. Serva

Fa. Linde

Fa. Quiagen

Fa. Sigma



Tissue-Tek O.C.T. compound, Kryo-Medium
Tris-Acetat-EDTA-Puffer-Stammldsung
To-Pro3 lodid

TRIS, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Unmasking-Stock Solution,
Antigendemaskierungslésung

Vectastain ABC-Kit

Zell-Lysepuffer 10x

3.1.2 Allgemeine Gerite
Name

AxioCam MRc

Axiowert 200M Mikroskop
Einbettsystem

Fluoreszenzlampe ebq 100 isolated
Geldokumentationssystem
Konfokales Olympus FV10i Mikroskop
Lichtquelle KL 1500 CD

Microm HM 560 Cryostat, Kryotom
Mikroskop Primo Star

Mikroskop Stemi SV 11

Mikrotom HM355S

Mikrowelle

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer
Neubauer-zZahlkammer
PCR-Maschinen TPersonal/TGradient
pH-Meter

Prazisionswaage Kern

Thermomixer MHL 20

Tischzentrifuge 5417/5R

Vortexer VF2

Waage PT600

Wasserbad

Zentrifuge Galaxy Mini

3.1.3 Puffer und Lésungen

Fa. Sakura

Apotheke Klinikum rechts der Isar
Fa. Invitrogen

Fa. Roth

Fa. Roche

Fa. Vector-Lab

Fa. Vector
Fa. Cell Signalling

Hersteller

Fa. Carl Zeiss AG

Fa. Carl Zeiss AG

Fa. Leica Microsystems GmbH
Fa. Kubler Codix

Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH
Fa. Olympus

Fa. Carl Zeiss AG und Fa. Schott
Fa. Thermo Scientific

Fa. Carl Zeiss AG

Fa. Carl Zeiss AG

Fa. Thermo Scientific

Fa. Siemens

Fa. Peqglab Biotechnologie GmbH
Fa. LO-Laboroptik GmbH

Fa. Biometra

Fa. WTW

Fa. Gottlieb Kern & Sohn GmbH
Fa. HLC

Fa. Eppendorf

Fa. Janke&Kunkel IKA-Labortechnik
Fa. Sarborius

Fa. Thermo Fischer Scientific

Fa. VWR

Antigendemaskierungslosung: 0,92 % Unmasking Solution Stock geldst in destilliertem

Wasser (dH20)

TE-Puffer: 1% TRIS, 0,1% EDTA gel6st in dH20
Zelllysepuffer fur DNA-Isolierung: 1% TRIS, 0,5% EDTA, 2,3% NacCl, 0,5% SDS gel6st in

dH»0 bei pH 8,0



3.1.4 Antikérper

Folgende Antikdrper wurden in den angegebenen Verdinnungen fur Immunhistochemie

(IHC) und Immunofluoreszenz (IF) verwendet:

Tabelle 1: Beschreibung der primiren Antikérper mit verwendeter Verdiinnung

Primare Spezies Firma Verdiinnung Katalognummer
Antikorper
Acetyliertes- Maus Sigma 1:250 (IF) T6793
Tubulin
A6 Ratte Geschenk von 1:250 (IHC, IF)
Valentina Factor
3-Catenin Hase Abcam 1:200 (IHC, IF) Ab-32572
BrdU Ratte Serotec 1:100 (IHC, IF) MCAZ2060
CC10 Hase Santa Cruz 1:50 (IF) Sc25554
Cytokeratin 19 Ratte Dev. Studies 1:200 (IHC, IF) TROMA I
Hybridoma Bank
E-Cadherin Maus BD Transduction 1:100 (IF) 610181
EpCam(CD326) Ratte BD Pharmingen 1:100 (IF) 552370
GP73 Ziege Santa Cruz 1:50 (IHC, IF) Sc-48011
HNF1B (H85) Hase Santa Cruz 1:100 (IHC, IF) sc-22840
HNF1B (C20) Ziege Santa Cruz 1:100 (IF) sc-7411
HNF4o (H171) Hase Santa Cruz 1:100 (IF) sc-8987
HNF4a (C19) Ziege Santa Cruz 1:100 (IF) sc-6556
Ki-67 Hase Abcam 1:250 (IHC, IF) ab-15580
Kollagen Typ IV Hase Biozol 1:50 (IHC, IF) CED-CL50451AP1
Laminin Hase Sigma 1:100 (IF) L9393
Mucl Ziege Santa Cruz 1:100 (IHC) Sc-6829
pPERK Hase Cell Signalling 1:300 (IHC) 4370
SOX9 Hase Millipore 1:100 (IHC, IF) ab-5535
a-SMA Maus Dako 1:100 (IHC) MO0851
proSP-C Hase Millipore 1:100 (IF) AB3786
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Tabelle 2: Beschreibung der sekundiaren Antikérper mit verwendeter Verdiinnung

Sekundare Spezies | Firma Verdinnung Katalognummer

Antikorper

Biotinylierter-o-Hase | Ziege Vector 1:500 (IHC) BA-1000
Laboratories

Biotinylierter -a- Hase Vector 1:500 (IHC) BA-5000

Ziege Laboratories

Biotinylierter -a- Ziege Vector 1:500 (IHC) BA-9200

Maus Laboratories

Biotinylierter -a-Ratte | Ziege Vector 1:500 (IHC) BA-9400
Laboratories

o-Hase-Alexa-405 Ziege Invitrogen 1:200 (IF) A31556

a-Ratte-CF405M Ziege Biotium 1:200 (IF) 20374-500uL

o-Ratte-Alexa-488 Ziege Invitrogen 1:500 (IF) A11006

o-Hase-Alexa-488 Ziege Invitrogen 1:500 (IF) Al11034

o-Maus-Alexa-488 Ziege Invitrogen 1:500 (IF) A11029

o-Hase-Alexa-555 Ziege Invitrogen 1:500 (IF) A21428

o-Ziege-Alexa-555 Esel Invitrogen 1:500 (IF) A21432

a-Ziege-Alexa-647 Esel Invitrogen 1:200 (IF) A21447

o-Ratte-Alexa-647 Ziege Invitrogen 1:200 (IF) A21247

a-Hase-Alexa-647 Ziege Invitrogen 1:200 (IF) A21244
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3.1.5 Sequenzen verwendeter Oligonukleotide

Tabelle 3: Primer fiir Genotypisierungen

Cre

vorwarts

5’-ACC AGC CAG CTA TCA ACT CG-3

5-TTA CAT TGG TCC AGC CAC C-3

ruckwarts

5'-TTA CAT TGG TCC AGC CAC C-3'

5'-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3'

CreERT?2

vorwarts

5'-GAA TGT GCC TGG CTA GAG ATC-3'

5'-AAC ACA CAC TGG AGG ACT GGC TAG G-3'

ruckwarts

5'-CAA TGG TAG GCT CAC TCT GGG AGA TGA TA-3'

5'-CAA TGG TAG GCT CAC TCT GGG AGA TGA TA-3'

KrasG12d

VOrwarts

5'-CAC CAG CTT CGG CTT CCT ATT-3'

5'-CCATGG CTT GAG TAAGTC TGC-3'

rickwarts

5'-AGC TAATGG CTC TCA AAG GAATGT A-3

LSL-TVA

vorwarts

5'-AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT-3'

ruckwarts

5'-GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC-3'

5'-GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG-3

p53loxP

vorwarts

5'-CAC AAA AAC AGG TTA AAC CCA-3

ruckwarts

5'-AGC ACA TAG GAG GCA GAG AC-3'

tdTomato

VOrwarts

5'-AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA-3'

5-CTGTTC CTG TAC GGC ATG G -3

rickwarts

5'-CCG AAAATC TGT GGG AAG TC-3'

5'-GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC-3'

3.2
Alle

Versuche

wurden

Tierexperimentelle Materialien und Methoden

unter Einhaltung tierschutzrechtlicher Bedingungen

des

Gesundheitsministeriums und nach durch die Regierung von Oberbayern gepriiften

Protokollen des Zentrums fir Préklinische Forschung der Technischen Universitat Miinchen

durchgefiihrt. Eine eigene Genehmigung der nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes

genehmigungspflichtigen Tierversuche der Regierung von Oberbayern lag vor.

3.2.1 Verwendete Mauslinien

Alle Mauslinien wurden bereits beschrieben und kamen aus einem gemischten Hintergrund.

HnflbCreERT2-Mause wurden freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Jorge Ferrer

von der endokrinologischen Abteilung des Imperial College London (Solar et al., 2009) und
wurden mit R26'0STOP-loxdTom* (pogTom _NMzusen verpaart, um R26™HnflbCreER-Mause zu

erhalten (Madisen et al., 2010). Diese wurden entweder mit Mdr2”-Mausen verpaart, um
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Mdr2”"R26™"HNF1bCreER-Maduse (Smit et al., 1993) zu erhalten oder mit Trp53/>F/oxP
(p53F) (Begus-Nahrmann et al., 2009) und LSL-Kras®*® (Hingorani et al., 2003), um HKP

heterozygote und HKP homozygote Mause zu erhalten (siehe ausfihrliche Beschreibung in

Tabelle 4 und Tabelle 5).

Tabelle 4: Ausfiihrliche Beschreibung der verwendeten Mauslinien

Name Kurzbezeichnung Beschreibung
Durch Tamoxifengabe wird die Cre-Rekombinase,
HnflbCreERT2"" HnflbCreER in Geweben in denen HNF1b exprimiert wird,

temporar durch nukleére Translokation aktiviert

R26lox-Stop-lox-

L SL.Kras®i2d LSL-Kras®*?
-Kras

Transgenes Onkogen KirstinRas mit
vorangehender gefloxter Stopkassette, welches

nach Rekombination aktiv ist

Heterozygot gefloxtes p53 Gen, welches nach

Rekombination herausgeschnitten wird

Homozygot gefloxtes p53 Gen, welches nach

Rekombination herausgeschnitten wird

Trp53I0xP/- p53F/W
Trp53IOXP/IOXP p53F/F
R26on—Stop—on—thom/+ R26T°m

Transgenes Konstrukt mit vorangehender gefloxter
Stopkassette, welches fiir den Fluoreszenzfarbstoff
tdTomato kodiert, welcher nach Rekombination

exprimiert wird, da die Stopkassette deletiert wird

Tabelle 5: Durch Kreuzung entstandene Mauslinien

Name Kurzbezeichnung Beschreibung

R26on-$top-|ox-
wrom* HnflbCreERT2*"

R26™™HnflbCreER Fluoreszenzfarbstoffes

Tamoxifen induzierbare

Expression des

tdTomato im HNF 13+

Kompartiment

Md I,2—/—. R26on—Stop—on-
Wrom* HnflbCreERT2*"

Mdr2”- R26™™Hnf1bCreER

Generalisierter, konstitutiver
Knockout des MDR2-Proteins,
der zur HCC-Entwicklung fuhrt

und durch Tamoxifen
induzierbare Expression des

Fluoreszenzfarbstoffes

tdTomato im HNF 13+

Kompartiment
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Trp53"°*";R26lox-Stop-lox-
LSL'KraSGlzd' R26|0X-St0p-lox-
dTom™*- inf1bCreERT2*"

HKP heterozygot

Tamoxifen induzierbare
Expression des
Fluoreszenzfarbstoffes
tdTomato, heterozygote
Deletion des
Tumorsuppressorgens p53 und
Aktivierung des Onkogens Kras

im HNF 13+ Kompartiment

Trp53°®1oP:R26lox-Stop-
lox-LSL-Kras®?%;R26/StP-
lox-tdTom- f1 hCreERT 2"

HKP homozygot

Tamoxifen induzierbare
Expression des
Fluoreszenzfarbstoffes
tdTomato, homozygote Deletion
des Tumorsuppressorgens p53
und Aktivierung des Onkogens
Kras im HNF 13+ Kompartiment

3.2.2 Tierexperimentelle Materialien und Anasthetika

Tabelle 6: Tierexperimentelle Materialien und Anasthetika

Name Hersteller CAS-Nummer
Ma|so| (Cornou) Fa. S|gma 8001-30-7
_ _ 02960439
Cholin-defizientes Futter Fa. MP Biomedicals
(Katalognummer)
DDC, 3,5-diethoxycarbonyl-1,4- _
dihydrocollidine, Futter Altromin Standard Fa. Altromin 632-93-9
Diat mit Zusatz von 0,1% DDC
DEN, n-Nitrosodiethylamine Fa. Supelco Analytical 55-18-5
DL-Ethionine 95% TLC, DL2-Amino-4- Fa. Sigma 67-21-0
(ethylthio)butyric Séure
|Sof|uran’ Forene Fa. Abbott 26675-46-7
Isotone Natriumchloridiésung 0,9% Fa. Braun 7647-14-5

3.2.3 Allgemeine Haltungsbedingungen

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in speziellen einzelbelufteten Kafigen zur Haltung von

Mausen (Maxi-Meiser-System/Thoren-Caging-System oder Techniplast-IVC) in den Raumen

des Zentrums fur Préklinische Forschung der Technischen Universitat Minchen. Dabei

erhalten die Tiere Futter (Autoklaviertes Mausefutter Fa. Altromin) und Wasser (Trinkwasser

bei Wechsel der Trankflaschen 2 x pro Woche) ad libitum. Spezielles Holzgranulat dient als




Einstreu bei einmaligem Wechsel pro Woche. AuRerdem erhalten die Mause H&uschen,
Zellstoff und Holzwolle in ihren Kafigen. Die Rdaume sind speziell als Tierhaltungsraume
konzipiert mit personenlimitierter  Zutrittskontrolle, Pflege  durch  ausgebildete
Versuchstierpfleger, Klimatisierung und Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden mit
Dammerungsphase. Das Hygienemanagement erfolgt gemafR Empfehlungen der FELASA.
Die Haltung der Tiere erfolgt in Umsetzung der in der EU-Richtlinie 86/609 festgelegten

Bedingungen.

3.2.4 Spezialdiiten: DDC-Diat und CDE-Diat

Die DDC-Diat bewirkt mittels eines nicht genau geklarten Mechanismus eine milde
hepatische Entzindung und ist ein gut etabliertes Modell zur Untersuchung der DR
(Carpentier et al., 2011; C. Wang et al., 2012). Bei prolongierter Ftterung stellt die DDC-Diat
ein Modell fir inflammatorische Cholangiopathien dar, wie zum Beispiel die Priméar
Sklerosierende Cholangitis (Fickert et al., 2007). Der Schaden in der Leber manifestiert sich
vor allem im biliaren Kompartiment und es kann zu teils massiven intraduktalen
Porphyrinablagerungen kommen, die den Gallenabfluss aus der Leber behindern.

Die DDC-Diat wurde in allen Versuchen dieser Arbeit eine Woche nach i.p.
Tamoxifenapplikation gestartet. Unter DDC-Diat wurden die Tiere mit Spezialfutter gefttert,
welches mit 0,1 % DDC versetzt ist, bei ansonsten normalen Haltungsbedingungen. Die
Tiere wurden wahrend der Versuchszeit kontinuierlich dberwacht und anhand von
Bewertungsbogen beurteilt. Kriterien dabei waren absolutes Korpergewicht sowie dessen
Dynamik, Spontanaktivitat, Allgemeinbefinden, Aszites, Fellverdnderungen, Ikterus und
abnorme Korperhaltung. Auffallige Mause wurden haufiger tberwacht und bei Bedarf wurde
die DDC-Diat voriibergehend pausiert. Bei ausbleibender Verbesserung wurden die Tiere
gemal genau definierter Abbruchkriterien vorzeitig gekeult.

Die zweite Diat, die zum Einsatz kam, ist die CDE-Diat. Die CDE-Diat ist ebenfalls ein
etabliertes Modell zur Untersuchung von DRs. Sie verursacht vornehmlich Schaden an
adulten Hepatozyten (Akhurst et al., 2001; Tirnitz-Parker, Tonkin, Knight, Olynyk, & Yeoh,
2007). Betroffen sind davon vor allem Zone 2 Hepatozyten, also Hepatozyten, die nicht
unmittelbar periportal oder perivends gelegen sind. Wahrend unter Kurzzeit-CDE-Diat
vornehmlich eine ausgepragte DR zu beobachten ist, fihrt die Langzeit-CDE-Diat nach
vielen Monaten udber Leberfibrose zur Leberzirrhose und schlussendlich zur HCC-
Entwicklung (Passman et al.,, 2015). Bei der CDE-Diat wurden die Mause mit Cholin-
defizientem Spezialfutter und mit Ethionin-supplementiertem Wasser gefittert. Fir die
Trinklésung wurde 1,65 g Ethionin in 1 | Wasser gel6st, das zur besseren Akzeptanz durch
die Tiere, zusatzlich mit 1 % Glucose versetzt war und spatestens alle vier Tage frisch

angesetzt wurde. Die CDE-Diat wurde eine Woche nach Tamoxifenapplikation gestartet. Die
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Méause wurden analog zur DDC-Diat mit Bewertungsbodgen tberwacht und bei Bedarf wurde

die CDE-Diat pausiert, die Tiere mit Haferflocken versorgt oder sie wurden vorzeitig gekeult.

3.2.5 Induktion der Rekombination mittels Cre-Rekombinase

Damit die Rekombination der DNS der transgenen Mause erfolgt, muss die bereits
gewebsspezifisch zytoplasmatisch exprimierte Cre-Rekombinase in den Nucleus transloziert
werden. Dies erfolgte durch eine einmalige Tamoxifenapplikation mittels intraperitonealer
Injektion. Die Injektion erfolgte zu einem modellspezifisch festgelegten Zeitpunkt, wie am
Ende des Absatzes ausgefuhrt. Die i.p. verabreichte Tamoxifendosis der HnflbCreER-
Mause betragt 100 ug/g Mausgewicht (Jors et al., 2015). Die Injektion erfolgte unter
Isoflurannarkose mittels einer 26 G Kantle und einer 1 ml Einwegspritze im linken unteren
Quadranten des Abdomens. Zur Herstellung der Injektionslésung wurde 10 mg Tamoxifen in
einem Gemisch aus 100 ul 100 % Ethanol und 900 ul Maisél aufgeldst, um eine Stocklésung
von 10 mg/ml Tamoxifen zu erhalten mit dem Ziel 100 ug/g Mausgewicht zu injizieren. So

wurden bei einer 20 g schweren Maus beispielsweise 200 pl injiziert.

Modell: Zeitpunkt der Tamoxifeninjektion

Mdr2”: Tag 21

DEN: Tag 10 (da DEN-Injektion bereits an Tag 17)

HKP homo und hetero: Woche 5-6

HKP homo mit CDE: 3 Mause Woche 3,5; 2 Mause Woche 5
HKP hetero mit DDC: Woche 5-6

HKP homo mit DDC: Woche 4,5-6,5

3.2.6 DEN-Modell

Das DEN-Modell stellt ein etabliertes Modell zur Untersuchung von HCCs dar. Dabei kann
das Karzinogen n-Nitrosodiethylamine (DEN) mehrfach oder einmalig gegeben werden. In
unserem DEN-Modell wurde DEN im Alter von 17 d unter Isoflurannarkose analog zur
Tamoxifenapplikation i.p. injiziert. Zuvor wurde jedes Mal eine frische Losung angesetzt, in
der 1 ul DEN in 1 ml isotonischer 0,9 % NaCl-Lésung geldst wurde. Jeder Maus wurde
gemal dem Protokoll von Naugler et al. eine standardisierte Dosis von 25 mg/kg
Mausgewicht injiziert, was bei einer 10 g schweren Maus 250 pl dieser 0,1 % DEN-LOsung
entspricht (Naugler et al., 2007). Die Induktion mit Tamoxifen fand im DEN-Modell mit Tag 10
bereits deutlich friher statt, als in den anderen Modellen. Nur so war es mdglich, dem
etablierten DEN-Modell mit DEN-Injektion an Tag 17 zu folgen, da die Markierung der

HNF1B+ Zellen bereits vor Induktion der Karzinogenese stattfinden muss.
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3.2.7 Sektion der Mause und makroskopische Aufnahmen

Die Organentnahme an den Mausen wurde nach cervikaler Dislokation nach
Isoflurannarkose mit Abwarten bis zum Atemstillstand vollzogen. Das Abdomen wurde mit
einer medianen Laparatomie ertffnet und der Darm angehoben, um Blut aus der Vena cava
inferior mittels einer 26 G Kanile und einer 1 ml Einwegspritze zu entnehmen (0,5 — 1 ml
Vollblut, je nach MausgréRe). AnschlieBend wurde die Leber in toto enthommen und in
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen. Je nach Genotyp und Phanotyp
wurde ebenfalls der Thorax erdffnet und die Lunge mdoglichst ohne direkte Berlihrung
entnommen und in PBS gewaschen. Stichpunktmafig erfolgte ebenfalls eine Enthahme der
rechten Niere, des Pankreas und der Milz. Die in PBS gewaschenen Organe wurden unter
einem Zeiss Stemi SV 11 Mikroskop fotografiert. Makroskopische Fluoreszenzaufnahmen
zur Detektion des tdTomato Farbstoffs wurden unter Abdunkelung und Zuschaltung einer
Fluoreszenzlampe ebq 100 isolated mit entsprechendem Filter durchgefiihrt. Unmittelbar
nach der fotografischen Dokumentation wurden flr Protein- und RNS-Analysen etwa 1 mm?2
grol3e Gewebsstlicke des linken Mittellappens der Leber, teilweise des rechten Unterlappens
der Lunge und teilweise von offensichtlichen Tumorknoten der Leber und Lunge in seperaten
Kryotubes in flussigen Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bei -80 °C gelagert.
Die Auswahl der Gewebsstilicke zur histologischen Auswertung erfolgte standardisiert und
war abhéngig davon, ob nur Paraffinhistologie oder auch Gefrierschnitte bei tdTom+ M&ausen
angefertigt werden sollten. Fir Gefrierschnitte wurde ein etwa 2 mm dicker Streifen aus dem
linken Unterlappen geschnitten, sowie der linke Mittellappen und der rechte Mittellappen
verwendet. Der Rest der Leber wurde dann fir Paraffinhistologie weiter prozessiert. Wurden
keine Gefrierschnitte angefertigt, wurde analog ebenfalls ein 2 mm dicker Streifen aus dem
linken Unterlappen geschnitten, sowie der linke Mittellappen und der rechte Mittellappen
verwendet. Bei makroskopischem Tumorbefall wurde die Leber zwar in ihre einzelnen
Lappen zerteilt, doch mdglichst das gesamte Gewebe zur histologischen Untersuchung
aufbereitet. Generell wurden grélRere Knoten vorzugsweise fur Gefrierschnitte ausgewahlt,
da so die Beurteilung der Fluoreszenz des tdTom Markers in der IF-Analyse mdglich war.
Die Blutproben wurden bei 6 krpm fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand als Serum in
einem neuen Eppendorf Gefald bei -80 °C bis zur Analyse durch die Abteilung Klinische
Chemie des Klinikums rechts der Isar gelagert. In der vorliegenden Arbeit erfolgte keine
Analyse der RNS, der Proteine oder des Blutes, auch wenn diese Proben routinemafig

entnommen wurden.
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3.3 Histologische Methoden
3.3.1 Gewebeaufbereitung fiir Paraffinhistologie

Fur die Paraffinhistologie wurden die Gewebsproben der Mause fiir 24 h in Paraformaldehyd
im Kuhlschrank bei 4°C fixiert. Anschlielend wurden die Gewebe in eine
Entwasserungsmaschine Uberfuhrt. Hier durchliefen sie automatisch eine aufsteigende
Alkoholreihe von 20 % Isopropanol bis 100 % in 20 % Schritten mit jeweils 60 min Dauer. In
hundertprozentigem Isopropanol wurden die Proben fur mindestens 8 h gehalten und darauf
folgte eine dreistufige Xylol-Reihe. Dann wurden die Proben in Paraffinél gebadet und im
Warmeschrank bei 55 °C bis 65 °C erhitzt und gelagert. Nach einer Mindestwartezeit Gber
Nacht (8-16 h) wurden die Gewebssticke in passsenden Kassetten mittels eines
Einbettsystems mit heilRem Paraffin Gibergossen, das zuerst auf einer Kihlplatte bei 4 °C und
anschlieend bei Raumtemperatur (RT) aushartete. Die Proben wurden bei RT gelagert,
aber auf -20 °C gekuhlt, bevor sie mit einem Mikrotom HM355S geschnitten wurden. Die
Schnitte wurden standardmaRig 2,5 um dick und seriell angefertigt, auf Standard-
Objekttrager aufgezogen und bei RT bis zur Farbung gelagert.

3.3.2 Gewebeaufbereitung fiir Gefrierschnitte (Kryoschnitte)

Die Gewebeprozessierung fiir Gefrierschnitte fir Immunfluoreszenzuntersuchungen
unterschied sich von der Paraffinhistologie und es wurde mdéglichst lichtgeschiitzt gearbeitet,
um das Fluoreszenzsignal des tdTom-Fluoreszenzfarbstoffes zu erhalten. Zur Fixierung
wurden die Gewebeproben der Mause fur 1 h in Formaldehyd aufbewahrt und durchliefen
dann einen aufsteigenden Sucrosegradienten bestehend aus 10 %, 20 % und 30 % Sucrose
gelost in PBS fur jeweils 2 h beziehungsweise bis zum Absinken der Organe. Die Einbettung
erfolgte mittels TissueTek® blasenfrei in Cryo Pure GefalRen mit 1,6 ml und die Lagerung bis
zur weiteren Prozessierung bei -20 °C. Geschnitten wurden die Proben moglichst zeitnah vor
der Farbung mit einem Kryotom Microm HM 560 Cryostat in 10 um dicke, serielle Schnitte,
welche auf Standardobjekttrager aufgezogen wurden. Bis zur Farbung wurden die Schnitte

lichtgeschitzt bei -20 °C gelagert.

3.3.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Lebergewebe aller analysierten M&ause wurden zur standardmafigen Beurteilung mit
Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbt. AuRerdem wurde Gewebe von Lunge, Pankreas, Milz
und Nieren stichpunktmafig bzw. je nach makroskopischem Befund HE gefarbt und
untersucht. Die aus dem Paraffinblock geschnittenen und dann auf Objekttrager
aufgezogenen Proben wurden 2 x 5 min in Roticlear deparaffinisiert und anschlief3end fur
jeweils 2x2,5min in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 96 % und 80 %) und

abschliel3end fur 1 min in dH.0 rehydriert. Nach Farbung in Hamatoxylin (40 s) und Spilen
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unter flieBendem Leitungswasser erfolgte fur 20 s die Gegenfarbung mit Eosin. Nach
Waschen in dH20 durchliefen die Proben fir jeweils 2 x 1 min eine aufsteigende Ethanolreihe
(80 %, 96 % und 100 %), bevor sie nach 2 x 3 min in Roticlear mit Pertex eingedeckelt

wurden. Die Beurteilung erfolgte mit einem Lichtmikroskop.

3.3.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) dient dem gezielten Nachweis von Proteinen auf
Einzelzellniveau. 2,5 um dicke Schnitte wurden in Roticlear flr 2 x 5 min entparaffinisiert und
in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert (jeweils 2 x 2,5 min in 100 %, 96 % und 80 %
Ethanol, dH»0). AnschlieBend wurden die Proben in Antigendemaskierungslésung 3 min bei
600 W in einer Mikrowelle erhitzt und 15 min bei 360 W weiter erwdrmt. Nach 20 min
Abkuhlen erfolgte dreimaliges Waschen mit PBS fiir je 3 min und ein Peroxidaseblock mit
3 % H»0, Losung fir 10 min, um die endogene Peroxidase zu blockieren. Nach abermaligem
dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte ein gleichzeitiger Block fir 1 h bei RT mit 5 % Serum
der Spezies, in welcher der sekundare Antikdrper hergestellt wurde und 10 % Avidin in PBS
geldst, um unspezifische Protein-Antikdrperreaktionen zu unterbinden. Das zugesetzte
Avidin soll endogenes Biotin binden. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Proben
fur 18 h bei 4 °C inkubiert in einer PBS-Lésung aus dem ersten Antikérper, 5 % Serum und
10 % Biotin. Anschliel3end folgte nach dem Waschvorgang mit PBS die Inkubation mit dem
biotinylierten Sekundarantikorper in einer 5 % Serum PBS-L6sung fir 1 h bei RT.

Der Sekundarantikérper bindet die Fc-Stelle des primaren IG-G Antikorpers und ist selbst mit
Biotin markiert. Dann wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen und fir 30 min frisch
angesetzte ABC-LOsung aufgetragen. Die ABC-L6sung wurde zuvor aus 2 Tropfen
Reagenz A und 2 Tropfen Reagenz B auf 5 ml PBS hergestellt und 30 min bei 4 °C inkubiert.
Bei diesem Schritt entsteht ein Avidin-Biotin-Enzymkonjugat, das der Signalverstarkung
dient. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte fur 5 min die Farbung mit dem
Chromogen Diaminobenzidin mittels DAB-Kit. Die DAB-L6sung bestand dabei aus 2 Tropfen
Pufferldsung, 2 Tropfen H20,, welches als Substrat fungiert und 4 Tropfen Diaminobenzidin
auf 5 ml dH-0.

Nun wurde dreimal mit dH.0 gewaschen, fur 2s in Hamatoxylin gegengefarbt, mit
Leitungswasser gespult und in dH,0 gewaschen. Im Anschluss wurde fir jeweils 2 x 1 min
eine aufsteigende Ethanolreihne bestehend aus 80 %, 96 % und 100 % Ethanol zur
Dehydrierung durchlaufen und vor dem Eindeckeln mit Pertex befanden sich die Schnitte
noch 2 x 3 min in Roticlear. Die Fotos wurden mit einem Zeiss Axiowert 200M Mikroskop

aufgenommen.
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3.3.5 Immunofluoreszenz

Die Immunofluoreszenz (IF) erlaubt analog zur IHC den Nachweis von Proteinen auf
Einzelzellniveau. Zusatzlich kann hier jedoch auch das in dieser Arbeit verwendete
Reporterfluoreszenzprotein tdTom sichtbar gemacht werden. Hierdurch wird das Lineage
Tracing mdoglich. Zur Farbung wurden die, wie in 3.3.2 beschrieben, prozessierten
Gewebsproben bestehend aus seriellen, 12 ym dicken Schnitten zuerst 10 min mit PBS
rehydriert. AnschlieRend wurden die Proben fur 1h mit einer Blocklosung behandelt. Die
Blocklosung bestand aus 1 % BSA, 10 % Serum der Spezies, in welcher der sekundare
Antikérper hergestellt wurde, und 1,7 % NaCl, geldst in PBS. Die Inkubation mit dem
primaren Antikdrper erfolgte in einer Lésung aus 0,5 % BSA, 10 % Serum, 1,7 % NaCl und
1 % Triton-X in PBS. Nach einer primaren Inkubation bei 37 °C flr eine Stunde erfolgte die
weitere Inkubation fir 18 h bei RT. Nach drei Waschschritten mit 1,7 % NaCl gel6st in PBS
fur 10 min erfolgte die Inkubation fir 2 h mit dem sekundéaren Antikdrper in einer Losung
analog zum primaren Antikorper.

Der sekundare Antikdrper, an den ein fluoreszierendes Protein gekoppelt ist, bindet an die
F.-Stelle des primaren Ig-G Antikdrpers. Optional kann bei diesem Schritt auch das
Kernfarbemittel ToPro 3 in der Verdiinnung 1:3000 hinzugegeben werden. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS erfolgte gleichzeitig mit dem Eindeckeln mit Mounting Medium, sofern
ToPro 3 nicht benutzt wurde, die Kernfarbung mit DAPI. Nach dreif3ig Minuten Lufttrocknung
bei Raumtemperatur wurden die Schnitte bei 4 °C lichtgeschitzt bis zur Mikroskopie an
einem konfokalen Olympus FV10i Mikroskop gelagert.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Genotypisierung der Mause

Zur Genotypisierung der Mause wurde den Mausen in Isoflurannarkose eine Probe des
Mauseschwanzes entnommen und anschlie3end die DNS aufgereinigt. Dazu wurde die
Probe mit 200 yl Zelllysepuffer und 10 pyl Proteinase K bei 55°C fur 18 h in einem
Thermomixer inkubiert. AnschlieRend erfolgte der erste Zentrifugationsschritt fir 10 min bei
14 krpm. 200 pl des Uberstandes wurden mit 200 ul Isopropanol versetzt und erneut fiir
12 min bei 14 krpm zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurden 300 pl 4 °C Kaltes
70 % Ethanol zugegeben und wiederum 10 min bei 14 krpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet fur 45 min bei Raumtemperatur luftgetrocknet, bevor es in

100 pl TE-Puffer fir mindestens 12 h gel6st wurde.
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3.4.2 PCR und Gelelektrophorese

Der Standard PCR-Ansatz zur Genotypisierung wurde mit 5,88 % DNS, 41,11 % RNase
freiem dH2.O, 49,01 % PCR Ready Mix und 3,92 % Primermix durchgefihrt und nach
folgenden Temperaturzyklen durchgefihrt. Dabei wurde der Mittelteil mit 1 min bei 94 °C,
30 s bei 60 °C und 50 s bei 72 °C 40-mal wiederholt. Bei der CreERT2 PCR erfolgte die
Annealingphase von 58 °C im Standardansatz stattdessen bei 60 °C.

Zeit 6min {Imin 30s 50s}x40 7 min bis Entnahme

Temperatur 94°C {94°C 60°C 72°C}x40 72°C 4°C

AnschlieRend wurden jeweils 20 pl des PCR-Produkts mit 17 pl Gene Ruler als Mal3stab auf
ein Agarosegel aufgetragen und bei 120 V solange laufen gelassen bis die Banden deutlich
zu unterscheiden waren, was meistens nach ca. 1,5 h der Fall war.

Die Gele wurden mit 8 g Agarose mit 9ml Tris-Acetat-EDTA-Stammldsung aufgeldst in
441 ml dH.O fur 8 min bei 600 W in einer Mikrowelle gekocht. Dann wurden 20 yl des DNS
Interkalators Ethidiumbromid zur besseren Sichtbarkeit der Banden zugegeben und die Gele

ausgegossen.
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4 Ergebnisse

Die Identitat der Ursprungszellen der beiden haufigsten Lebertumoren HCC und CC ist
jeweils nicht eindeutig geklart (B. Fan et al., 2012; Yamashita & Wang, 2013; Zucman-Rossi
et al., 2015). Da in deskriptiven Studien Tumorzellen des HCC und CC Gensignaturen,
Expressionen von Oberflachenmarkern und histologische Eigenschaften besaf3en, die
vergleichbar mit DRCs sind, werden die Zellen der duktalen Reaktion als potentielles
Ursprungszellkompartiment postuliert (Komuta et al., 2012; Lee et al., 2006; Rountree et al.,
2012). Insbesondere dedifferenzierten und prognostisch unginstigen Tumoren wird ein
Ursprung aus dem DRC-Kompartiment zugesprochen. Diese Hypothese wurde zusatzlich
dadurch unterstitzt, dass den DRCs lange Zeit grofRe putative Plastizitat im Rahmen der
Leberregeneration bei chronischen Inflammationsprozessen zugeschrieben wurde, doch
diese erscheint angesichts neuerer Studien eingeschrankt (Jors et al., 2015; Schaub et al.,
2014; Sekiya & Suzuki, 2014; Yanger et al., 2014). Das HnflbCreER-Mausmodell ermdglicht
die spezifische und exklusive Markierung nahezu aller DRCs zu einem beliebig wahlbaren
Zeitpunkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff tdTom und erlaubt so die gezielte, experimentelle
Untersuchung des Kkarzinogenen Potentials dieses Kompartiments in einem
immunkompetenten Setting, in situ und in vivo. Die komplexe Frage nach der Ursprungszelle
eines Tumors lasst sich in allen unseren durchgefuhrten Experimenten beantworten, indem
der Tumor in IF-Analysen auf tdTom-Markierung untersucht wird. Sind die DRCs tatsachlich
das Ursprungskompartiment eines Tumors, so wird der Tumor durch die Cre-Rekombinase
mit dem tdTom-Signal versehen worden sein und rot fluoreszieren. Um die DRCs bzw. LPCs
als potenzielle Ursprungszellen des HCCs zu detektieren, benutzten wir das HnflbCreER-
Modell mit tdTom als Reporter in zwei haufig verwendeten HCC-Modellen, dem DEN- und
dem Mdr2"-Modell.
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4.1 Aus den Zellen der duktalen Reaktion entstehen keine Lebertumoren
in Mdr2-/--Miusen

Das Mdr2”-Modell ist ein etabliertes HCC-Modell, bei dem es durch den konstitutiven
Knockout des Transporterproteins MDR2 zur Cholestase und zur HCC-Entwicklung kommt.
Zur Klarung der Frage, ob HCCs aus HNF1B+ DRCs hervorgehen kénnen, wurden Mdr2™”
R26™HNF1bCreER-M&use 48 Wochen nach Geburt analysiert. Die Induktion mit Tamoxifen
fand bei diesen Mausen an P21 durch eine i.p. Injektion statt. Nach 48 Wochen wurden
makroskopisch 4,0 + 3,1 tumorverdachtige Knoten pro Maus detektiert (n =6, 4/6 mit
makroskopisch sichtbaren Knoten). Die Tumorknoten zeigten in der HE-Farbung typische
HCC-Merkmale (Abbildung 8 oben links und Mitte). In der IHC-Farbung mit dem Marker
Kollagen IV (Col 1V), einem Protein der extrazellularen Matrix, zeigte sich eine Veranderung
des typischen Verteilungsmusters hin zu HCC-typisch verbreiterten Leberzellbalkchen
(Abbildung 8 oben rechts). Die Zellproliferation im Bereich der Tumorknoten war deutlich
mehr, als im normalem Lebergewebe, wie in der IHC-Farbung mit dem Proliferationsmarker
Ki67 zu sehen ist (Abbildung 8 unten links). Weitere etablierte HCC-Marker wie das
Golgi Protein 73 (GP73) (Marrero et al., 2005) und AFP wurden ebenfalls vermehrt
exprimiert (Abbildung 8 unten Mitte und rechts). Insgesamt stellte sich histopathologisch das

klassische Bild eines HCCs dar.

Mdr2”R26™"Hnf1bCreER

Mdr2* x-liX|CAGGs}|—>TST0PHTomato|

Abbildung 8: Mdr2/-R26™mHnf1bCreER-Miuse entwickeln typische HCCs.

Mdr2/-R26™mHnf1bCreER-M&use wurden an P21 mit Tamoxifen induziert und nach 48 Wochen analysiert. Darstellung
eines reprasentativen HCC Knotens in HE-Farbung links oben (gestrichelte Linie). Die Grenzflache des Knotens ist
vergroRert (20x) in seriellen Schnitten in HE und mit den Markern Col IV, Ki67 GP73 und AFP dargestellt. Es zeigt sich das
typische Bild eines HCCs. Malstabsbalken: HE links oben 1000 um, andere Farbungen jeweils 100 um

Abbildung modifiziert aus (Jors et al., 2015)
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In der makroskopischen Fluoreszenzanalyse waren die tumorverdachtigen Knoten nicht
tdTom+ (Daten nicht gezeigt). IF-Analysen bestétigten dies mikroskopisch. In seriellen
Gefrierschnitten wurden mittels HE-Farbungen und Col IV-IF-Farbungen HCC-Areale
identifiziert und dann auf ihr tdTom Signal untersucht. Bemerkenswerterweise fanden sich in
keinem der untersuchten HCC-Areale tdTom+ Tumorzellen (Abbildung 9). Selten waren am
Rand der Knoten oder sogar innerhalb der Knoten tdTom+ Zellen zu sehen. Es ist allerdings
davon auszugehen, dass diese tdTom+ Zellen durch Tumorwachstum verdrangte biliare
Strukturen darstellen, die von einer tdTom+ DR umgeben sind (mit Sternchen markiert in
Abbildung 9). Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass HNF1p+ Zellen und damit das
putative adulte LPC-Kompartiment im Mdr27-Modell nicht die Ursprungszellen des HCC
sind. Zudem legen diese Ergebnisse nahe, dass HCCs im Mdr27-Modell wahrscheinlich aus

Hepatozyten entstehen.

Maus #1 #2 #3

o]

o
<
=
5
=
=
S
O

Abbildung 9: Hepatozelluldre Karzinome entstehen nicht aus dem mutmaRBlichen Leberprogenitorzell-Kompartiment im
Mdr2/-Modell.

Darstellung serieller Kryoschnitte von reprisentativen HCC-Knoten in drei verschiedenen Mdr27-R26™™Hnf1bCreER-Mausen
nach jeweils 48 Wochen. A) HE aus Kryoschnitten mit HCC-Knoten (gestrichelte Linie). B) IF-Farbung mit Col IV, DAPI und
tdTom (10x). Die Col IV Struktur innerhalb des HCC-Knotens ist stark verandert (gestrichelte Linie). Die tdTom+ Zellen der
duktalen Reaktion oder anderer bilidrer Strukturen sind typischerweise auRerhalb der Tumorgrenze und nicht innerhalb zu
finden und stellten in keinem Fall Tumorzellen dar (Sternchen). Darunter jeweils VergroRerungen der Tumorgrenzen (60x).
MaRstabsbalken: A) 500 um, B) 100 um, unten 20 um. Abbildung modifiziert aus (Jors et al., 2015)
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4.2 Aus den Zellen der duktalen Reaktion entstehen keine Lebertumoren
im DEN-Modell

Nachdem wir zeigen konnten, dass HNF1B+ Zellen im Mdr27"-Modell nicht die

Ursprungszellen des HCC sind, untersuchten wir R26™™HnflbCreER-Mause in einem
weiteren etablierten HCC-Modell: dem DEN-Modell. Gemal etablierter Protokolle wird den
Mausen im DEN-Modell einmalig das Kanzerogen DEN an P17 i.p. injiziert, was zu einer
zuverlassigen HCC-Entwicklung nach 8-12 Monaten fihrt (Naugler et al., 2007). Da die
Markierung der HNF13+ Zellen vor dem Eintritt des kanzerogenen Ereignisses stattfinden
sollte, fand in diesem Experiment die Induktion der Cre-Rekombinase bereits an P10 statt.
Die Rekombinationsrate wurde noch einmal gesondert flr diesen abgewandelten
Versuchsaufbau eine Woche nach Induktion an P17 bestimmt und war unverandert hoch bei
92,7 £ 3,8% (n = 3). Analog zur spateren Induktion mit Tamoxifen war die ektope Markierung
von Hepatozyten ein seltenes Ereignis. Die R26™™HnflbCreER-Maus ist somit auch bei den
veranderten Bedingungen im DEN-Modell ein hochspezifisches Instrument fur das Lineage
Tracing des HNF1B+ duktalen, putativen Leberprogenitorzell-Kompartiments (Daten nicht
gezeigt).

Die Analyse der Mause auf Tumorentwicklung fand nach 10-12 Monaten statt. Dabei wurden
makroskopisch im Durchschnitt 6,0 £2,8 (n=6) tumorverdidchtige Knoten pro Maus
detektiert. In der makroskopischen Fluoreszenz-Analyse war keiner der tumorverdéachtigen
Knoten tdTom+ (Abbildung 10 B). In der feingeweblichen Aufarbeitung der Lebern mittels
HE-Farbung und IHC-Farbungen stellten sich die tumorsuspekten Knoten histopathologisch
als klassische HCCs dar (Abbildung 10 C). Zu sehen sind HCC-typisch erweiterte
Leberzellbalkchen in der Col IV-Farbung, eine vermehrte Proliferation der Tumorzellen in der
Ki67-Farbung und die vermehrte Expression von GP73 und AFP in den Tumorknoten. Als
Besonderheit ist in Abbildung 10 C beispielhaft die Darstellung eines Knotens im
tumorverdachtigen Knoten zu sehen. Dies lasst sich nach der in 1.5 vorgestellten Theorie zur
Entstehung von Krebsstammzellen als Entwicklung eines dedifferenzierten Subklons des

HCC-Knotens interpretieren.

39



A P10 P17 w37-48
R26™"Hnf1bCreER ' ; '

-IiX|CAGGS'|:STOP Promate] 1y Tam 1X DEN Analyse
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Abbildung 10: In R267°mHnf1bCreER-Mdusen entstehen im DEN-Modell klassische HCC-Knoten, welche makroskopisch
tdTom negativ sind.

A) Schematische Darstellung des genetischen Mausmodells der R26™mHnf1bCreER-Mdause. Induktion mit Tamoxifen an
Tag 10, Injektion mit DEN an Tag 17 und Analyse nach 37-48 Wochen. B) Makroskopisch zeigen sich deutliche Tumorknoten,
die jedoch in der Fluoreszenzaufnahme ausschlieRlich tdTom negativ sind. C) Histologisches Bild eines reprasentativen HCC-
Knotens in HE-Farbung, der das Bild eines Knoten im Knoten (,,nodule in nodule”) zeigt (gestrichelte Linien). Die Grenzflache
des Knotens ist vergroBert in HE dargestellt und zeigt den Unterschied zwischen normalen Lebergewebe und HCC. Serielle
Farbungen mit den Markern Col IV, Ki67 GP73 und AFP weisen typische HCC-Merkmale auf. MaRstabsbalken: 100 pum.
Abbildung modifiziert aus (Jors et al., 2015)

In der mikroskopischen IF-Analyse wurde das makroskopische Bild der tdTom negativen
Tumorknoten bestétigt, und kein einziger der analysierten Knoten wies tdTom+ Tumorzellen
auf (Abbildung 11). Lediglich in den Randgebieten der Tumorknoten waren tdTom+ Zellen im
Sinne einer duktalen Reaktion des angrenzenden Lebergewebes oder eines verdrangten
Portalfeldes mit Gallengang zu beobachten (mit Sternchen markierte Bereiche in Abbildung
11). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass auch im DEN-Modell HNF13+ Zellen nicht
maligne transformieren und keine Tumoren aus ihnen entstehen. Die Ursprungszelle der
beobachteten HCCs liegt somit nicht im HNF13+ Kompartiment und damit dem putativen
LPC-Kompartiment. Diese Daten legen nahe, dass auch im DEN-Modell adulte Hepatozyten
die Ursprungszellen des HCC darstellen.
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Maus #1

Col IV/Tom/DAPI

Abbildung 11: Hepatozelluldre Karzinome entstehen im DEN-Modell nicht aus dem mutmaRlichen Leberprogenitorzell-
Kompartiment.

Reprasentative HCC-Knoten drei verschiedener DEN-behandelter R26°™Hnf1bCreER-Mause zu Woche 37-48. In Co-IF-
Analysen (Col IV/DAPI/tdTom) zeigt sich die HCC-typisch veranderte Col IV Struktur innerhalb der HCC-Knoten (gestrichelte
Linien, 10x). Die Knoten enthalten keine tdTom+ Tumorzellen (unten rechts). Die mit Sternchen markierten tdTom+
Bereiche sind im Sinne einer duktalen Reaktion (unten links) oder eines durch Tumorwachstum verdrangten Portalfeldes
(unten Mitte) zu interpretieren (60x). MaRstabsbalken: Mitte 100 um, Unten 20 um. Abbildung modifiziert aus (Jors et al.,
2015)

4.3 Die spezifische Aktivierung von Kras und Inaktivierung von p53 in
HNF1B3+ Zellen resultiert nicht in lebereigenen Tumoren, aber fiihrt zu
Adenokarzinomen in der Lunge aus Alveolarzellen Typ II

Nachdem wir zeigen konnten, dass DRCs in zwei etablierten HCC-Modellen (Mdr2”-Modell
und DEN-Modell) nicht die Ursprungszellen des HCC sind, sollten DRCs gezielt auf ihre
Sensibilitdt gegentber maligner Transformation getestet werden.

Dazu wurden LSL-Kras®?p537WR26™™Hnf1bCreER-Mause (HKP heterozygot) und LSL-
Kras®?Ip537FR26°"HnflbCreER-Mause (HKP homozygot) generiert, in denen in HNF1B+
Zellen nach der Induktion mit Tamoxifen, neben dem Fluoreszenzreporter tdTom das
Onkogen Kras aktiviert und zudem das Tumorsuppressorgen p53 heterozygot bzw.
homozygot inaktiviert wird. Das Uberleben HKP heterozygoter Mause (n = 12) war dabei in
der Kaplan-Meier-Analyse statistisch nicht signifikant unterschiedlich vom Uberleben HKP
homozygoter Mause (n =19, 191 d vs. 176 d, n.s., p=0,9258, KI 0,6708-1,500).
Uberraschenderweise zeigte sich bei der Sektion der M&ause stets eine makroskopisch nicht

veranderte Leber, aber ein ausgepragter Tumorbefund in der Lunge, der lebenslimitierend
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war. Wie eingangs beschrieben, wird HNF13 ebenfalls in der Lunge exprimiert (vgl. Seite 8
und Abbildung 12 E) (Lazzaro et al., 1992). Offensichtlich waren zum Zeitpunkt der Analyse
aus der markierten HNF1B+ Zellpopulation in der Lunge Tumoren entstanden, die
makroskopisch als tdTom+ fluoreszierende Knoten erkennbar waren (Abbildung 12 B links).
Mikroskopisch waren diese Tumoren in der IF tdTom+ (Abbildung 12 B rechts) und in der
HNF1B-IHC-Farbung HNF1B+ (Daten nicht gezeigt). Histopathologisch zeigte sich das
klassische Bild eines Adenokarzinoms der Lunge (Abbildung 12 C).

Um die Zellpopulation in der Lunge ndher zu charakterisieren, die durch Kras-Aktivierung
und p53-Deletion onkogen transformiert und Adenokarzinome ausbildet, wurde zunachst an
R26™™HnflbCreER-Mausen die Rekombinationsrate der HNF1B+ Zellen in der Lunge
bestimmt. Diese war 7 d post Tamoxifen i.p. an P33 mit 16,78 + 2,2 % (n = 3) deutlich
geringer als in der Leber (Abbildung 12 F links). Mdglicherweise fuhrt die i.p. Injektion zu
einem First-Pass-Effekt, sodass eine geringere Tamoxifendosis die Lunge erreicht. Zur
weiteren Charakterisierung des HNF1B+ Lungenkompartiments wurden IF-Farbungen mit
verschiedenen Lungenzellmarkern durchgefiihrt, wie dem Surfactant Protein C (SPC) als
Marker der Alveolarzellen Typ Il. Co-IF-Analysen der tdTom-Expression mit SPC zeigten,
dass alle tdTom+ Zellen ausnahmslos SPC co-exprimierten (Abbildung 12 F 2. Spalte von
links). Der Anteil der tdTom+ und SPC+ Zellen an allen SPC+ Zellen betrug 17,49 £ 1,6 %
(n = 3). (Abbildung 12 F 2. Spalte). Weitere IF-Farbungen mit dem Clarazellmarker CC 10,
sowie dem Zilienmarker acetyliertes Tubulin zeigten keine Co-Lokalisation mit tdTom
(Abbildung 12 F rechts). In der adulten Lunge produzieren Alveolarzellen Typ Il Surfactant.
Eine Untergruppe der Alveolarzellen Typ I kann sich selbst erneuern und auch
Alveolarzellen Typ| nach  Lungenverletzungen generieren und  besitzt  somit
Stammzelleigenschaften (Chen et al., 2017; Desai, Brownfield, & Krasnow, 2014).
Zusammenfassend zeigte sich eindeutig die Abstammung der entstandenen Lungentumoren
aus Alveolarzellen Typ Il und weiterfiihrend, dass Alveolarzellen Typ Il als Ursprungszelle
des Adenokarzinoms der Lunge fungieren kdnnen. Insbesondere die Aktivierung von Kras in
Alveolarzellen Typ Il fuhrt zur Entwicklung von Adenokarzinomen, wie bereits beschrieben
wurde (C. F. B. Kim et al., 2005; Lin et al., 2012). Zusatzlich wurde durch die beobachtete
Kanzerogenese in der Lunge gezeigt, dass fur das Ausbleiben eines Phanotyps in der Leber,

nicht die mangelnde Funktionalitat des transgenen onkogenen Konstrukts verantwortlich ist.

42



A LSL_KraSG12dp53+/-md¢R26 TomHnf1hCrER W5-6 Tod durch l:ungentumor

}

1x Tam Analyse

cAc6S 1M T0P [ Tometo| X M STOP [ Krestaa | X ] pss -

D E
P32 P39
R26™"Hnf1bCreER ¢

-JiX|CAGGSESTOPHTomaf°| 1x Tam Analyse

Tom/DAPI Tom/DAPI
o x
b 4

Abbildung 12: Kras-Aktivierung/p53-Inaktivierung in HNF1B+ Zellen fithrt zu Adenokarzinomen in der Lunge.
A) Schematische Darstellung des genetischen Mausmodells der HKP hetero-und homzygoten Mause. Die Analyse fand bei
bevorstehendem Exitus durch Lungentumor statt (Durchschnitt: 182 d). B) Makroskopisch zeigt sich eine deutliche
Tumorbildung in der gesamten Lunge, welche in der IF-Analyse tdTom+ sind (links). In der mikroskopischen IF-Analyse
(tdTom/DAPI) sind im 10x und einem 60x vergréRerten Ausschnitt ebenfalls tdTom+ Knoten zu erkennen. C) In der HE-

F
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Farbung in 5x und einem vergroRerten Ausschnitt in 20x VergréRerung stellen sich die Tumoren als Adenokarzinome dar. D)
Schematische Darstellung des genetischen Mausmodells der R267°mHnf1bCreER-Maus. Zur Charakterisierung der HNF1B+
Zellen in der Lunge wurde die Cre-Rekombinase an Tag 32 aktiviert und die Mause an Tag 39 analysiert. E) Die
Tamoxifenbehandlung fihrt in R26™mHnf1bCreER-Mausen zur Cre-vermittelten Rekombination des tdTom-Reporters in
einigen Zellen der Lunge (tdTom-IF, 10x VergréRerung). F) Zur Charakterisierung der HNF1B+ Zellen wurden Co-IF-Analysen
der Lunge mit DAPI und jeweils HNF1B (links), dem Alveolarzell Typ Il Marker SPC (2. von links), dem Clarazellmarker CC10
(3. von links) und dem Marker fiir respiratorisches Epithel acetyliertem Tubulin (rechts) angefertigt (60x VergrofRerung). In
der unteren Reihe sind die Bilder der oberen Reihe mit Zuschaltung des tdTom-Leuchtsignal abgebildet. Einige Zellen in der
Lunge sind HNF1B+, wie aus der Literatur bekannt. Die Rekombinationsrate liegt bei 17 % (links, Sternchen: HNF1B+ und
tdTom+ Zelle, Pfeil: HNF1B+ und tdTom- Zellen). Das R26™™HnflbCreER-Mausmodell markiert spezifisch eine
Subpopulation der Alveolarzellen Typ Il (2. von links, Sternchen: SPC+ und tdTom+ Zellen, Pfeile: SPC+ und tdTom- Zellen).
Clarazellen und respiratorisches Epithel werden nicht markiert (rechts; Pfeile).

Malstabsbalken: B) 100 um, Ausschnitt 20 um C) 50 um E) 100 pum F) 20 um

Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen am Lungengewebe mit Kras-induzierter
Ausbildung von Adenokarzinomen aus HNF1B+ Alveolarzellen Typ Il, konnten wir
makroskopisch in der Leber keinerlei Veranderungen feststellen. Bei Betrachtung unter
Fluoreszenzlicht zeigte sich nur in der Gallenblase und dem Ductus hepaticus als biliarem
HNF1B+ Gewebe ein tdTom+ Signal (Abbildung 13 B). In der histologischen Aufarbeitung
der Leber beobachteten wir in der HE-Farbung zum Zeitpunkt der Analyse lediglich teilweise
eine milde DR, jedoch keine Tumormanifestation und auch keine pramalignen L&sionen
(Abbildung 13 C links). In einigen Portalfeldern zeigte sich eine geringe Vermehrung von
HNF1B+ Zellen in der CK19 Farbung im Sinne einer duktalen Reaktion, jedoch nicht sehr
ausgepragt und deutlich schwacher als beispielsweise nach typischen Schadigungsmodellen
(z.B. CDE oder DDC-Diét) (vgl. Abbildung 13 C Mitte mit Abbildung 4 B).

Um zu udberprufen, ob die Rekombination der onkogenen Transformation durch Kras-
Aktivierung in den HNF 1B+ Zellen der Zellen erfolgte, wurde neben der Analyse der tdTom-
Expression eine IHC-Farbung fur die phosphorylierte Form der Extracellular-signal
Regulated Kinase (pERK) durchgefuhrt. pERK befindet sich in der ras-Signalkaskade
downstream von ras und stellt somit ein Surrogat fur aktiviertes Kras in einer Zelle dar. Dabei
zeigte sich, dass der Grol3teil der biliaren Zellen positiv fir pERK waren (vgl. Abbildung 13 C
Mitte und rechts). In IF-Analysen stellte sich ebenso lediglich eine milde duktale Reaktion
tdTom+ Zellen dar (Abbildung 13 D). Die Rekombination in der Leber blieb auch in
HNF1B/tdTom-Co-IF-Analysen gleichbleibend hoch (84,2 + 0,19 %, n =4, jeweils nach Tod
durch Lungentumor, Daten nicht gezeigt).

Somit ist die ausbleibende Tumorentwicklung in der Leber nicht auf eine fehlende
Aktivierung von Kras zurlckzufiihren, sondern auf die Resistenz der HNF1B+ Zellen
gegenuber maligner Transformation durch Aktivierung von Kras. Insgesamt bleibt
festzuhalten, dass HKP hetero- und homozygote Mause phénotypisch keinerlei Unterschiede
aufwiesen und die Leber zum Zeitpunkt der Analyse (maximal 279 d) trotz effektiver
Rekombination ohne Anzeichen einer malignen Entartung und nur gering verandert war,
wahrend die rasch progrediente Entwicklung von Lungentumoren die Lebenserwartung

bestimmte.
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Abbildung 13: Hetero- und homozygote HKP-Maduse zeigen in der Leber auBer einer milden duktalen Reaktion keinen
pathologischen Phanotyp oder spontane Tumorentwicklung.

A) Schematische Darstellung des genetischen Mausmodells der HKP hetero- und homozygoten Mause. Die Induktion der
Cre-Rekombinase mit Tamoxifen erfolgte in Woche 5-6. Die Analyse der Mduse fand bei bevorstehendem Exitus durch
Lungentumore statt (@: 182 d). B) Makroskopisch zeigt sich eine unveranderte Leber (links), die auch in der IF-Analyse keine
Auffélligkeiten aufweist (rechts). Die tdTom+ Gallenblase und Ductus hepaticus weisen als HNF1B+ Organe auf eine
erfolgreiche Rekombination hin. C) Repradsentative mikroskopische Darstellung einer HKP heterozygoten Maus (225 d)
deren Portalfeld regelhaft zur Darstellung kommt (HE-Farbung links). Reprasentative Darstellung einer HKP homozygoten
Maus (102 d), in der eine milde duktale Reaktion angedeutet ist (Pfeile CK19-IHC Farbung). Die Rekombination ist dennoch
regelhaft erfolgt, da sich fast alle bilidren Zellen in der pERK-IHC-Férbung pERK+ farben (Pfeile; HKP heterozygote Maus,
209 d, rechtes Bild; jeweils 10x VergroRerung obere Reihe, 40x VergroRerung untere Reihe). D) In einer reprasentativen IF-
Analyse (tdTom/ToPro) einer HKP homozygoten Maus (102 d) zeigt sich trotz erfolgreicher Rekombination ein normales
tdTom+ Verteilungsmuster der bilidren Strukturen analog zu einer R26°™Hnf1bCreER-Maus ohne Kras Aktvierung und p53-
Inaktivierung. Eine milde DR ist an einigen Stellen zu beobachten (Pfeil; links: 10x VergroRerung, rechts 60x VergroRerung).
MaRstabsbalken: C) 50 um, D) 100 pm, 20um
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4.4 Leberspezifische Schidigungsmodelle fithren zur malignen
Transformation von HNF1f+ Zellen der Leber im HKP-Modell

Die HNF1B-spezifische Aktivierung von Kras und Inaktivierung von p53 fuhrte nicht zur
malignen Transformation des hepatischen HNF1B+ Kompartiments in einem
Beobachtungszeitraum von durchschnittlich 182 d und maximal 279 d, sondern zeigte
abgesehen von einer milden duktalen Reaktion keinen pathologischen Phanotyp in der
Leber. Um das LPC-Kompartiment in der Leber gezielt zu aktivieren und damit einem
proliferativen Stimulus auszusetzen, kombinierten wir das HKP-Modell mit chronischen
Schadigungsmodellen (Desmet, 2011). Durch die chronische Inflammationsreaktion entsteht
eine duktale Reaktion in deren Rahmen das HNF1B+ Kompartiment expandiert und
proliferiert wie in unseren Vorversuchen gezeigt. Zuséatzlich erfolgte HNF1B-spezifisch die
Aktivierung des Onkogens Kras und die Deletion des Tumorsuppressorgens p53 nach
Tamoxifeninjektion (Desmet, 2011; Jors et al.,, 2015). Unter der Arbeitshypothese, dass
diese zusatzliche Aktivierung mit einem proliferativen Stimulus den Druck zur malignen
Transformation auf die HNF1B+ Zellen noch weiter erhéht, wurden HKP homozygote Mause
analog zu den Vorversuchen zur chronischen Schadigung und Regeneration fur jeweils 120-
150 d Tage unter DDC- oder CDE Diét gehalten und anschliel3end analysiert. Die Induktion
mit Tamoxifen erfolgte im Alter von 5-6 Wochen und der Beginn der Diaten erfolgte jeweils 4-
7 d danach.

4.4.1 HKP-Mause entwickeln HCC-dhnliche Tumoren aus HNF1f+ Zellen
unter CDE-Diat

Die CDE-Diat stellt ein etabliertes Modell zur chronischen Leberschadigung dar und schadigt
dabei vor allem die Hepatozyten (Akhurst et al., 2001). Die Kombination der CDE-Diat mit
dem HKP-Modell fuhrt durch die Aktivierung des putativen Progenitorzellkompartiments in
Form der duktalen Reaktion mdglicherweise zur Tumorentwicklung aus HNF13+ Zellen, auch
wenn dies in HKP-M&ausen unter normaler Diat nicht der Fall war. Bei der Analyse der
mannlichen HKP homozygoten Mé&ause nach 120d unter CDE-Diat zeigten sich
makroskopisch tumorverdachtige Knoten (Durchschnitt: 86,5 + 13,9 Knoten, meist <1 mm,
n =5) (Abbildung 14 A). Diese Knoten waren in makroskopischen Fluoreszenzaufnahmen
tdTom+ (Abbildung 14 A). In der mikroskopischen Analyse stellten sich in der HE-Farbung
multiple tumorverdachtige Knoten aus Hepatozyten dar, die teils verdrangend wuchsen
(Abbildung 14 B links oben). Diese Knoten zeigten in seriellen Farbungen eine vermehrte
Proliferation in der Ki67-IHC-Farbung und exprimierten klassische HCC-Marker wie GP 73
und AFP (Abbildung 14 B). Die Kollagenstruktur erschien in der Col IV-Farbung ebenfalls
verandert mit verbreiterten Leberzellbdlkchen (Abbildung 14 B links unten). In der IHC-
Farbung mit CK19 war, wie fur die CDE-Diat ublich, eine ausgepréagte duktale Reaktion zu

beobachten. Die tumorverdachtigen Knoten waren aber ausnahmslos CK19 negativ (Daten
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nicht gezeigt). Wie bereits bei HKP-Mausen unter normaler Didt demonstriert, waren die
biliaren Zellen bzw. die DRCs und auch die tumorverdachtigen Knoten in der pERK-IHC-
Farbung pERK+ (Abbildung 14 B rechts oben). Das pERK+ Signal stellt ein Surrogat fir die
Aktivierung von Kras dar und weist somit auf die erfolgreiche Cre-vermittelte Rekombination
hin, wie bereits oben beschrieben (vgl. S. 43). Allerdings waren auch zahlreiche weitere Foci
pERK+. Diese oft periportal gelegenen pERK+ Foci prasentierten sich im Sinne einer
klonalen Proliferation von Hepatozyten. Sie waren teils unauffallig in der normalen HE-
Farbung, aber wiesen teils auch dysplastische Veranderungen auf (Daten nicht gezeigt).
Insgesamt zeigten sich in HKP-Mausen unter CDE-Diat Tumoren, die HCC-typische
Veranderungen aufwiesen. In Co-IF-Analysen mit tdTom und Col IV wiesen die DR und fast
alle tumorverdachtigen L&sionen ein tdTom+ Signal auf. HNF1B+ Zellen und damit das
putative adulte LPC-Kompartiment waren folglich die Ursprungszellen dieser Lasionen
(Abbildung 14 C). In separaten Co-IF-Analysen von tdTom dem biliaren Marker Sox9 bzw.
dem hepatozytaren Marker HNF4a wurden die tdTom+ Tumorzellen auf ihre Differenzierung
hin untersucht. Dabei zeigten sie eindeutig eine hepatozytdre Differenzierung und den
Verlust der Expression von Sox9 (Abbildung 14 D). Aufgrund der eingeschrankten
Lebenserwartung der HKP-Mé&use durch die Entwicklung von Lungentumoren konnten leider
keine langeren Versuche durchgefuhrt werden, bei denen sicherlich weiter fortgeschrittene
Tumorstadien untersucht werden hatten kdnnen.

Unsere Daten legen also nahe, dass das duktale Kompartiment in der Tat unter bestimmten
Bedingungen als Ursprungszelle des HCCs fungieren kann. Unter CDE-Diat, Kras-
Aktivierung und p53-Deletion scheint es Uber eine Transdifferenzierung von LPCs zu
Hepatozyten sowie deren maligner Entartung zu kommen. Wie eingangs erlautert, ist das
Ausmall der Neogenese von Hepatozyten aus HNF1B+ Zellen unter CDE-Diat sehr
umstritten (Espanol-Suner et al., 2012; Jors et al., 2015; Schaub et al., 2014; Yanger et al.,
2014). Wir beobachteten in unserem R26™™Hnfl1bCreER Lineage Tracing System nach 4
Monaten unter CDE-Diat 1,5 % tdTom+ Hepatozyten, die aus HNF13+ Zellen entstanden
sind (Jors et al., 2015). Interessanterweise scheint es so zu sein, dass bei einer hdheren
Rekombinationsrate der biliaren Zellen auch mehr Hepatozyten ektop markiert werden und
ein hoherer Anteil der Neogenese von Hepatozyten mit Ursprung aus dem putativen LPC-
Kompartiment beobachtet wird. Ob dies aber tatsachlich der Fall ist oder ob sich lediglich die
ektop markierten Hepatozyten selbst erneuern und proliferieren, lasst sich bis dato nicht
abschliel3end klaren (Malcolm R. Alison & Lin, 2016). Die Ursprungszellen der beobachteten
HCC-ahnlichen Tumoren in HKP Mausen unter 4 Monaten CDE-Diat kénnten also
tatséchlich HNF1B+ LPCs sein oder ektop markierte Hepatozyten. Zur Verdeutlichung folgt

eine beispielhafte Rechnung.
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In der R26™™HnflbCreER-Maus war die ektope Markierung von Hepatozyten zwar ein
extrem seltenes Ereignis, aber trotzdem waren 7 d post Tamoxifen i.p. 0,012 % aller
Hepatozyten tdTom+ (Jors et al., 2015). Bei insgesamt etwa 70.000.000 Hepatozyten in der
Mausleber ergibt sich so statistisch ein Wert von 8400 tdTom+ markierten Hepatozyten pro
Maus. Diese 8400 tdTom+ Hepatozyten exprimieren nach erfolgter Rekombination Kras und
kein p53 und kdnnten somit potenziell maligne entarten. Bei HKP-Mausen ohne CDE-Diat
beobachteten wir zum Zeitpunkt der Analyse 0,5 tdTom+ Hepatozyten pro Portalfeld (n = 8;
690 Portalfelder; Daten nicht gezeigt). Diese kommen als potenzielle Ursprungszellen der
beobachteten HCC-ahnlichen Tumoren bei HKP-Mausen unter CDE-Diat in Frage.
Letztendlich erlaubt unser Versuchsaufbau deshalb also formell nicht den eindeutigen

Schluss, dass das putative adulte LPC-Kompartiment Ursprungszelle des HCC sein kann.
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Abbildung 14: HKP homozygote Mad&use unter CDE-Didt entwickeln HCC-dhnliche Tumoren aus HNF1B+ Zellen.
A) Schematische Darstellung des genetischen Mausmodells der HKP homozygoten Mause. Die Induktion mit Tamoxifen
erfolgte nach 3 Wochen und die Analyse nach 120 d unter CDE-Diat. Makroskopisch zeigt sich eine deutliche Entwicklung
tumorverdachtiger Knoten (links), die in der Fluoreszenz-Aufnahme tdTom+ sind (rechts). B) Mikroskopisch zeigen sich
diese Knoten in seriellen Schnitten als Ansammlung von Hepatozyten mit gestorter Leberarchitektur in HE und Col IV-IHC-
Farbung (links, gestrichelte Linie), erhohter Proliferation in der Ki67-IHC-Farbung (oben Mitte) und exprimieren HCC-
typische Marker wie GP 73 und AFP (unten Mitte und links). Die erfolgte Rekombination und die Abstammung aus HNF1p+
Zellen zeigt sich als Surrogat an der deutlichen pERK-Positivitdt der Knoten. C) In der IF-Co-Analyse (tdTom/Coll IV/DAPI)
bestatigt sich die erfolgte Rekombination und die Abstammung der Knoten mit gestérter Leberarchitektur aus HNF1B+
Zellen, da die Knoten deutlich tdTom+ sind. D) Die zelluldre Differenzierung der tdTom+ Zellen in den Knoten ist eindeutig
hepatozytar und nicht bilidr (obere Reihe: Co-IF-Farbung SOX9/tdTom/ToPro in der Mitte eines Knotens, untere Reihe Co-
IF-Farbung HNF4a/tdTom/DAPI an der Grenzflache eines Knotens mit Tumor links der gestrichelten Linie). Es zeigt sich, dass
die tdTom+ Tumorzellen aus Hepatozyten und nicht aus bilidaren Zellen bestehen und somit HCC-dhnlich sind.
MaRstabsbalken: B) 100 um, C) 100 um, Ausschnitt 20 um, D) 20 um

4.4.2 HKP-Mduse unter DDC-Diiat entwickeln Cholangiokarzinome aus
HNF13+ Zellen

Die DDC-Diat stellt ein etabliertes Modell der chronischen Leberschadigung dar und schadigt
dabei vor allem die biliaren Zellen (Fickert et al., 2007). Die Kombination der DDC-Diéat mit
dem HKP-Modell fuhrt durch die Aktivierung des putativen Progenitorzellkompartiments in
Form der duktalen Reaktion moglicherweise zur Tumorentwicklung, auch wenn dies in HKP-
Mausen unter normaler Diat nicht der Fall war. Fur die DDC-Diat wurden HKP homozygote
(n =12) und HKP heterozygote Mause (n = 7) mit Tamoxifen induziert (4. Woche) und eine
Woche spéter fur 117 bis 180 d mit DDC gefuttert. In der Sektion zeigten sich makroskopisch
bei allen analysierten Mausen deutliche DDC-typische Veréanderungen an der Leber wie
dunkle Farbung, Marmorierung und derbe Konsistenz. Zusatzlich waren makroskopisch bei 6
von 19 Mausen tumorverdachtige Knoten zu sehen. Dies waren in 5 Fallen 1-2 Knoten im
Umfang von 1-2 mm, eine Maus wies 12 Knoten auf. In der makroskopischen
Fluoreszenzanalyse waren die Knoten stets makroskopisch tdTom+ (Abbildung 15 A). In der
histologischen Co-IF-Analyse mit tdTom/CK19/DAPI zeigten alle untersuchten Lebern das
Bild einer ausgepragten tdTom+/CK19+ duktalen Reaktion, wie fiir DDC-Langzeit-Versuche
Ublich (Abbildung 15 B linke Spalte). AuRBerdem zeigten sich tdTom+/CK19+ Neoplasien im
Sinne eines ICCs an den kleineren intrahepatischen Gallengdngen der Portalfelder
(Abbildung 15 B mittlere Spalte). An den gréReren Gallengdngen kam es ebenfalls zu
tdTom+/CK19+ Veranderungen im Sinne von biliaren intraepithelialen Neoplasien (BilIN) bis
hin zum CC (Abbildung 15 B rechte Spalte). Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen
HKP hetero- und homozygoten Mausen. Die tdTom Positivitat der beobachteten
Veranderungen beweist den Ursprung der Verdnderungen aus HNF1B+ Zellen und damit

dem putativen LPC-Kompartiment (Abbildung 15).
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Abbildung 15: In HKP hetero- und homozygoten Mduse unter DDC-Didt entstehen Cholangiokarzinome aus HNF1B+
Zellen (1).

A) HKP hetero- und homozygote Mause wurden nach 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und nach 120 - 180 d unter DDC-
Diat analysiert. Makroskopisch zeigen sich tumorverdachtige Knoten (links), die ein tdTom+ Fluoreszenzsignal besitzen
(rechts). B) Mikroskopisch zeigt sich in der der Co-IF-Analyse mit tdTom/CK19/DAPI in allen untersuchten Lebern das Bild
einer ausgeprdgten tdTom+/CK19+ DR, wie fiir DDC-Langzeit-Versuche tblich (linke Spalte). AuRerdem zeigen sich
tdTom+/CK19+ Neoplasien im Sinne eines ICCs an den kleineren intrahepatischen Gallengidngen der Portalfelder (mittlere
Spalte). An groReren Gallengdngen kommt es ebenfalls zu tdTom+/CK19+ Verdnderungen im Sinne von bilidren
intraepithelialen Neoplasien (BillN) mit Ubergang zum Cholangiokarzinom (Abbildung 15 B rechte Spalte). Typische
Merkmale wie Kernatypien, zerstérte Driisenarchitektur und Stromabildung zeigen sich in der 60x VergréRerung in der
unteren Spalte. MaRstabsbalken: Obere und mittlere Reihe 100 um, untere Reihe 20 um.
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An den kleinen Galleng&ngen der Portalfelder bestanden die Veranderungen aus cribriformer
Drisenbildung mit Stromabildung (Abbildung 16 A). Da die Vorlauferlasionen des ICC nicht
endgultig geklart sind und fur deren Klassifizierung zu diesem Zeitpunkt kein adaquates
System etabliert ist, wurde die Beurteilung dieser Veranderungen lediglich nach den Kriterien
Vorlauferlasion und ICC vorgenommen (Nakanuma et al., 2014). Vergleichbare
Vorlauferlasionen wurden in anderen Studien zum Beispiel als bilidre Hamartome oder Von-
Meyenberg-Komplexe bezeichnet (O'Dell et al., 2012). In unserer Studie zeigten sich ICC-
Vorlauferlasionen in den meisten untersuchten Mausen (15/19) und in fast der Halfte der
Mause (7/19) zeigten sich Lasionen, die mit einem ICC ausgehend von den kleinen
Gallengangen vereinbar waren. Histologisch zeigten die Kerne in der HE-Farbung deutliche
dysplastische Veranderungen. Die Tumorknoten besaRen teilweise flieRende Ubergdnge
ohne klare Abgrenzung zum umliegenden Parenchym im Sinne invasiven Wachstums
(Abbildung 16 A links). In der CK19-Farbung zeigte sich die fur CC typische CK19 negative
Stromaentwicklung (Abbildung 16 A links, 3. von oben). In der Co-IF-Analyse mit
tdTom/CK19/DAPI war ebenfalls zu sehen, dass das Stroma tdTom negativ und CK19
negativ war (Abbildung 15 B). Die Proliferationsrate in der Ki67-Farbung war karzinomtypisch
signifikant erhoht in den bilidren Zellen (Abbildung 16 A links unten). Die erfolgreiche
Rekombination mit Kras-Aktivierung zeigte sich als Surrogat in der deutlichen pERK-
Positivitat der beobachteten Veranderungen (Abbildung 16 A rechts).

Die Veranderungen an den groRen Gallengangen wurden anhand der Kriterien des
Konsensuspapiers zu Vorlauferlasionen des perihilaren und distalen CC als biliare
intraepithelialen Neoplasien (BilIN) beurteilt (Zen et al., 2007). In 18 von 19 analysierten
Mausen detektierten wir BillNs mit Ubergang zum CC, wobei die BillN negative Maus keine
grollen Gallengdnge im untersuchten Praparat aufwies. Ein wichtiger Aspekt der BIlIN
Einteilung ist der Verlust der Polaritat der Zellen, also das Aufsteigen der Kerne zum Lumen
hin. Andere Aspekte sind die sogenannte Pseudostratifizierung und die Grofl3e, Kern-
Zytoplasmarelation und Form der Kerne (Abbildung 16 B links, Mitte). Die Proliferationsrate
war in der Ki67-IHC-Farbung ebenfalls merklich erhdht (Abbildung 16 B links unten). Analog
zu den Veranderungen der kleinen Gallengédnge waren die beobachteten Veranderungen an
den groRRen Gallengéngen deutlich pERK+, was als Surrogat die erfolgreiche Rekombination
mit Kras-Aktivierung und den Ursprung aus HNF1B3+ Zellen nachweist (Abbildung 16 B
rechts). Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass im HKP-Modell mit zusétzlichem
Proliferationsstimulus durch DDC-Diat HNF1B+ Zellen und damit das putative adulte LPC-
Kompartiment Ursprungszellen des CC sein kdnnen. Bemerkenswert ist, dass es in HKP-
Mausen unter CDE-Diét ebenfalls zur Entwicklung von Tumoren bzw. Vorlauferlasionen aus
HNF1B+ Zellen kommt, diese sich jedoch phéanotypisch grundlegend unterscheiden

(hepatozytarer vs. biliarer Phanotyp).
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Abbildung 16: In HKP hetero- und homozygoten Mausen unter DDC-Didt entstehen Cholangiokarzinome aus HNF1B+

Zellen (2).

A) HKP hetero- und homozygote Mause entwickeln nach 120 bis 180 d unter DDC-Diat intraparenchymale Veranderungen
im Sinne eines ICC an den kleinen Gallengangen. ICC-Merkmale wie Kernatypien werden in der HE-Farbung deutlich (links
oben), CK19 negative Stromabildung (links, 3. von oben) und deutlich erhéhte Proliferation in der Ki67-Farbung werden in
den IHC-Farbungen sichtbar. Der Ursprung aus dem HNF1B-Kompartiment zeigt sich als Surrogat durch die deutlich positive
pERK-Farbung der Verdnderungen (rechts). Das ICC scheint aus hamartomartigen Veranderungen zu entstehen. B) HKP
hetero- und homozygote Maduse entwickeln nach 120 bis 180 d unter DDC-Didt Verdanderungen an den grofRen
Gallengéngen im Sinne von BillNs mit Ubergang zum Cholangiokarzinom. Typische Merkmale sind der Verlust der Polaritét
der Zellen, Verlust der Drisenarchitektur und Kernatypien (HE, links, 2. von oben). AuBerdem zeigt sich sogenanntes Tafting
(enge pinselférmige Anordnung der Kerne) (CK19, links, 3. von oben). Die Proliferation der Zellen ist deutlich erhoht (KI67,
links unten). Der Ursprung aus dem HNF1B-Kompartiment zeigt sich durch die deutlich positive pERK-Farbung der

Veranderungen (rechts) MaRstabsbalken: 50 um
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5 Diskussion

Die Identitat der Ursprungszellen des HCC und CC ist nicht zufriedenstellend geklart bzw.
wird hochkontrovers diskutiert. HCC und CC stellen dabei h&aufig eine Art gemeinsame
Endstrecke verschiedener Formen chronischer Leberschadigung dar (Forner et al., 2012). In
nahezu allen Formen chronischer Leberschédigung tritt die sogenannte duktale Reaktion
auf, die eine Expansion duktaler Zellen darstellt und lange als Notfallkonzept zur Neogenese
von Cholangiozyten und Hepatozyten im Falle chronischer Schadigung gesehen wurde (G.
K. Michalopoulos, 2014a). Innerhalb des bilidren Kompartiments wird eine Subpopulation
von Zellen vermutet, denen ein besonders hohes proliferatives und regeneratives Potential
zugeschrieben wird und die deshalb als LPCs bezeichnet werden. Die spezifische, isolierte
Identifikation von LPCs mittels histologischer Marker ist nicht mdglich, da diese meist ebenso
vom gesamten bilidren Kompartiment exprimiert werden. Dabei ist auffallend, dass viele
postulierte histologische Marker fur LPCs, auch von Tumorzellen des HCC oder CC
exprimiert werden. Zudem weisen insbesondere Tumoren mit ungunstiger Prognose LPC-
ahnliche Gensignaturen auf (Lee et al.,, 2006; Rountree et al., 2012). LPCs wurden unter
anderem deshalb als Ursprungszellen des HCC und CC postuliert (Lee et al., 2006; Miyajima
et al.,, 2014; T. Roskams, 2006; Yamashita & Wang, 2013). Fur den Subtyp des
Cholangiolozelluldren Karzinoms wurde der Ursprung aus LPCs sogar explizit postuliert
(Cardinale et al., 2012; Komuta et al., 2012). Auch die umstrittene putative Plastizitat in der
Regeneration nach chronischer Leberschadigung unterstiitzte die Hypothese der LPCs als
Ursprungszellen des HCC und CC, da es in Form der DR zu einer massiven Expansion
biliarer Zellen und damit putativen LPCs kommt.

Zur Beantwortung dieser Frage werden Studien bendtigt, die Uber eine reine histologische
Deskription hinausgehen und eine gezielte Verfolgung der LPCs in vivo erlauben. Dies wird
durch das Lineage Tracing moglich, bei dem ein Zellkompartiment zu einem beliebig
wahlbaren Zeitpunkt spezifisch und dauerhaft markiert wird und so eine genaue Analyse der
daraus hervorgehenden Tochterzellen oder moglichen Tumoren erlaubt. Unsere Vorarbeiten
zum Lineage Tracing des HNF1B+ Kompartiments in der Leberregeneration im
Langzeitversuch mit DDC-Diat, CDE-Diat und Mdr2”-Mausen, in denen sich kein (DDC,
Mdr27") oder nur ein sehr geringer (CDE) Anteil an neu entstandenen Hepatozyten bilidren
Ursprungs fanden, weckten Zweifel an der in vivo Plastizitat des HNF13+ Kompartiments
(Jors et al., 2015). Zuvor war von mehreren Studien in vitro gezeigt worden, dass DRCs
bipotent sind (Huch et al., 2013; Sackett et al., 2009). Neuere Publikationen zu in vivo
Mausstudien mit Lineage-Tracing-Ansatzen kamen allerdings wie unsere Arbeitsgruppe zu
dem Schluss, dass die duktale Reaktion in der Maus in vivo einen eher unbedeutenden

Anteil zur Hepatozytenrepopulation beitrdgt und sich die Hepatozyten zum grofdten Teil aus
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reifen Hepatozyten regenerieren (Schaub et al., 2014; Tarlow et al., 2014; Yanger et al.,
2014). Ob Zellen der duktalen Reaktion tatsachlich unter extremen Bedingungen wie z.B.
einem vollstéandigen Proliferationsblock der Hepatozyten nicht doch in signifikanter Zahl zu
Hepatozyten differenzieren kdnnen, wird aber weiterhin kontrovers diskutiert (Choi et al.,
2014; Forbes & Newsome, 2016; George K. Michalopoulos & Khan, 2015; Raven et al.,
2017). Eines der klassischen Kennzeichen des Krebses (,hallmarks of cancer) ist die
unkontrollierte Proliferation, insofern erscheint es naheliegend, dass eine Zelle mit mehr
Potential zur Regeneration durch Proliferation schneller entarten kann, als eine Zelle mit
geringem Potential zur Regeneration (Hanahan & Weinberg, 2011). Zudem ist das
Krebsrisiko stochastisch an die Anzahl der Zellteilungen einer Stammzelle gebunden (M. R.
Alison, 2005; Tomasetti & Vogelstein, 2015). Das noch unbekannte Stammzellkompartiment
der Leber ist somit theoretisch auf Grund der vielen Zellteilungen in der Regeneration
besonders vulnerabel gegeniber der malignen Transformation. Deshalb sind die Themen
Regeneration und Karzinogenese naher miteinander verbunden, als es auf den ersten Blick

scheinen mag (Kuraishy, Karin, & Grivennikov, 2011).

Um das putative adulte LPC-Kompartiment hinsichtlich seines Potentials zur malignen
Entartung zu charakterisieren, benutzten wir ein Lineage Tracing System des HNF1p+
Kompartiments im Mausmodell. Das HNF1B3+ Kompartiment besteht in der Leber aus den
Cholangiozyten des biliaren Systems, inklusive der mutmaflich in den CoH lokalisierten
Leberprogenitorzellen. Die LPCs weisen vermeintlich ebenfalls eine biliare Differenzierung
auf und sind zumindest phanotypisch nicht von Cholangiozyten zu unterscheiden (Jors et al.,
2015; Rodrigo-Torres et al., 2014; Theise et al.,, 1999). Lineage Tracing ermdglicht die
spezifische, Cre-Rekombinase vermittelte Markierung des HNF13+ Kompartiments zu einem
beliebigen Zeitpunkt durch Tamoxifeninjektion. Die Markierung besteht aus dem roten
Fluoreszenzprotein tdTom, das an alle Zellen weitergegeben wird, die aus dem markierten
HFN1B+ Kompartiment durch Zellteilung entstehen. Sollten also HNF1B+ Zellen
Ursprungszellen eines Tumors darstellen, ware dieser Tumor ebenfalls mit dem tdTom
Protein markiert. Um zu sehen, ob HNF13+ Zellen Ursprungszellen des HCC sein kdnnen,
kombinierten wir deshalb das R26™™HnflbCreER Lineage Tracing System mit zwei

klassischen HCC Mausmodellen (chemisches DEN-Modell und genetisches Mdr2”-Modell).

Aufgrund von Beobachtungen im DEN-Modell postulierte Sell 1989, dass das HCC aus einer
Stammzelle der Leber entstehen kdnne (Goldfarb, Pugh, Koen, & He, 1983; Sell & Dunsford,
1989). Diese Frage konnte mangels wissenschaftlicher Methoden zu diesem Zeitpunkt nicht
geklart werden und so herrschte auch Uber 20 Jahre spater immer noch Ungewissheit und

LPCs wurden als Ursprungszellen des HCC postuliert (T. Roskams, Katoonizadeh, &
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Komuta, 2010; Sell & Leffert, 2008). Im DEN-Modell treten 8-12 Monate nach einmaliger i.p.
Injektion des Karzinogens DEN HCCs auf und es reflektiert die humane Situation eines HCC
mit ungulnstiger Prognose gut (Aleksic et al.,, 2011; Guichard et al., 2012). Dies ist von
Bedeutung, da humane HCCs mit ungtinstiger Prognose oftmals Tumorzellen mit Expression
von LPC-Oberflachenmarkern und LPC-ahnlichen Gensignaturen aufweisen, weshalb LPCs
als potentielle Ursprungszellen von Tumoren mit unglnstiger Prognose gesehen werden
(Lee et al., 2004; Lee et al., 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten im DEN-
Modell allerdings keine Abstammung der aufgetretenen HCC-Knoten oder pramalignen
Lasionen aus dem HNF1B+ und damit dem putativen adulten LPC-Kompartiment. Trotz der
sehr guten Markierungseffizienz des duktalen Zellkompartiments von 93% durch das
R26™™Hnf1bCreER Lineage Tracing System mit dem Fluoreszenzmarker tdTom waren die
beobachteten DEN-induzierten Tumoren ausnahmslos tdTom negativ. Diese Daten sprechen
eindeutig gegen LPCs als Ursprungszellen DEN-induzierter HCCs.

Als alternatives HCC-Modell wurde neben dem DEN-Modell das Mdr2-Knockout Modell mit
dem R26™™HnflbCreER Lineage Tracing System kombiniert. Im Mdr2”-Modell fiihrt der
konstitutive Knockout eines P-Glykoproteins, dessen Aufgabe die hepatozytdre Sekretion
Phosphatidylcholins in die Gallenfliissigkeit ist, zur chronischen Cholestase und im Verlauf
von 12 Monaten uber inflammatorische Prozesse zur HCC-Entwicklung (Pikarsky et al.,
2004; Pusterla et al., 2013). Dabei kommt es im Mdr2”-Modell zu einer massiven duktalen
Reaktion und damit Aktivierung und periportalen Expansion des HNF1p+ LPC-
Kompartiments (Jors et al., 2015). Diese Beobachtung scheint bedeutend, da eine Reduktion
der duktalen Reaktion im Mdr2”-Modell durch einen Knockout des Receptor for advanced
glycation endproducts (RAGE) eine verminderte HCC-Entwicklung zur Folge hatte (Pusterla
et al., 2013). Vergleichbare Ergebnisse ergab ein Knockout des Chemokin Rezeptors 5
(CCR5) bei dem ebenfalls eine verminderte HCC-Entwicklung und eine reduzierte duktale
Reaktion zu sehen waren (Barashi et al., 2013). Allerdings konnten beide Studien keinen
kausalen Zusammenhang zwischen diesen beiden Beobachtungen aufzeigen. In unseren
Mdr2”R26™"HnflbCreER Mausen zeigte sich zum Analysezeitpunkt eine massive tdTom+
duktale Reaktion, die somit aus dem duktalen HNF13+ Kompartiment entstanden ist. Trotz
der zuverlassigen Markierung der duktalen Reaktion mit tdTom, waren ausnahmslos alle
beobachteten Mdr2”-induzierten HCCs tdTom negativ. Das HNF1B+ Kompartiment
beinhaltet somit weder im Mdr2”-Modell, noch im DEN-Modell die Ursprungszelle des HCCs.
Diese Daten lassen darauf schlieRen, dass wahrscheinlich Hepatozyten die Ursprungszellen
DEN- und Mdr2”-induzierter HCCs sind.
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Dieses Ergebnis steht im Einklang mit vielen anderen, neueren Studien. So zeigte die
Untersuchung der Expression der biliaren Marker CK7 und CK19 in DEN-behandelten
Mausen, dass diese Marker in keinem der hyperplastischen Knoten, sondern ausschlie3lich
in entarteten HCC-Knoten exprimiert wurden (,nodule in nodule®), was fir eine
Transdifferenzierung reifer Hepatozyten spricht und gegen LPCs als Ursprungszellen des
HCCs im DEN-Modell (Santos et al.,, 2014). Einschrankend muss gesagt werden, dass in
dieser Studie sehr wenige HCCs auftraten und die Autoren keinen formalen Lineage Tracing
Ansatz anwendeten.

Allerdings gibt es mittlerweile auch Lineage Tracing Studien, die unsere Ergebnisse aus dem
DEN- und Mdr2”-Modell ebenfalls bestatigen. Mu et al. markierten das LPC-Kompartiment
mit einer induzierbaren Cre-Rekombinase unter dem Osteopontin- oder Krt19-Promotor und
konnten in DEN behandelten und Mdr2-M&ausen keine HCCs mit Ursprung aus dem LPC-
Kompartiment beobachten. Auch eine Aktivierung des mutmalllichen LPC-Kompartiments
DEN-behandelter M&use durch zusatzliche DDC-Diat bzw. CDE-Diat fihrte nicht zu HCCs
mit LPC-Ursprung. Die Markierung von Hepatozyten durch einen spezifischen Adenovirus
konnte Hepatozyten als Ursprungszelle DEN- und Mdr2”-induzierter HCCs nachweisen (Mu
et al.,, 2015). Shin et al. zeigten in einer weiteren Lineage Tracing Studie, dass im DEN-
Modell mit zusatzlichen CCls-Injektionen und in einem DEN-Modell mit zuséatzlicher
Aktivierung des Onkogens Myc-FoxM1 HCCs ausschlie3lich aus den mit einem spezifischen
Adenovirusystem markierten Hepatozyten entstanden (Shin et al., 2016). Das mit einer
induzierbaren Cre-Rekombinase unter dem forkhead box protein L1 (Foxl1l)-Promotor
markierte LPC-Kompartiment war in den gleichen Modellen nie das Ursprungskompartiment
eines HCCs. Beide Studien konnten zeigen, dass LPC-Marker-exprimierende Zellen
innerhalb der beobachteten HCCs, durch Transdifferenzierung von Hepatozyten entstanden
sind und nicht origindr aus dem LPC-Kompartiment stammen (Mu et al., 2015; Shin et al.,
2016).

Eine Studie von Shibuya et al., die die Expression der biliaren Marker CK7 und CK19 in
chirurgisch resezierten, humanen HCCs (n=68) untersuchte, fand analog zu den
Mausstudien CK7 und CK19 Expression stets in der Form eines Knotens im Gesamt HCC-
Knoten (,nodule in nodule) (Shibuya, Kondo, Sano, Takada, & Asano, 2011).
Vorlauferlasionen und dysplastische Foci in den resezierten Préparaten exprimierten CK7
und CK19 in keinem Fall. Dies lasst auf eine Dedifferenzierung von Hepatozyten zu jenen
LPC-ahnlichen Zellen schlieBen, die als Leberkrebsstammzellen angenommen werden
(Oikawa, 2016; Rountree et al., 2012; Yamashita et al., 2013).

Da nun Uberwiegend Hepatozyten als Ursprungszellen des HCCs angenommen werden

kénnen (Jens U. Marquardt, 2016), stellt sich die Frage, ob eine bestimmte Subpopulation

56



von Hepatozyten empfindlicher gegeniiber maligner Transformation ist. Einen Ansatz hierzu
liefert eine Studie der Arbeitsgruppe um Michael Karin, die eine Subpopulation periportal
gelegener Hybrid-Hepatozyten beschreibt, die sich durch simultane Expression
hepatozytarer und biliarer Marker auszeichnet (Font-Burgada et al.,, 2015). Hybrid-
Hepatozyten, die gemeinsam mit dem LPC-Kompartiment durch eine induzierbare Cre-
Rekombinase unter einem Sox9-Promotor markiert wurden, waren in 3 verschiedenen HCC-
Modellen (DEN-Modell / MUP-uPA Mause unter fettreicher Diat / STAM-Mause unter
fettreicher Diét) nicht die Ursprungszellen der beobachteten HCCs. Allerdings vermuteten
die Autoren nicht die onkogene Resistenz von Hybrid-Hepatozyten als Ursache dieser
Beobachtung, sondern sahen dies in den drei untersuchten HCC-Modellen begriindet, da
periportal gelegene sogenannte Hybrid-Hepatozyten aufgrund der metabolischen Zonierung
der Leber den kanzerogenen Prozessen in diesen Modellen weniger ausgesetzt sind, als die
perivends gelegenen Hepatozyten. Hochst interessant ware also das Lineage Tracing in
HCC-Modellen der als distinkter Subpopulation der Hepatozyten beschriebenen perivendsen
Axin2+ Hepatozyten (B. Wang, Zhao, Fish, Logan, & Nusse, 2015). Letztendlich bleiben die
Aussagen, die sich aus der vorliegenden Arbeit ableiten lassen, auf das DEN- und Mdr2"-
Modell beschrankt und in diesen Modellen bilden LPC definitiv nicht die Ursprungszellen des
HCC. Es ist allerdings zum jetzigen Zeitpunkt nicht auszuschlieRen, dass bei einer vélligen
Erschopfung der hepatozytdren Regenerationsfahigkeit, wie zum Beispiel chronischen
humanen Lebererkrankungen, Zellen des LPC-Kompartiments Ursprungszellen des HCC

sein kdnnen (Benhamouche et al., 2010; Jens U. Marquardt, 2016).

Die zweithdufigste Leberkrebserkrankung ist das Cholangiokarzinom (CC). Dies ist aber
schlicht ein beschreibender Sammelbegriff fiir eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren,
die biliare Marker exprimieren. Die klassische Einteilung des Cholangiokarzinom in das
intrahepatische (ICC), perihilare und distale Cholangiokarzinom spiegelt die anatomische
Tumorlokalisation von den CoH bis zum Ductus hepaticus communis und coledochus wider
(Banales et al.,, 2016). Insbesondere das ICC vereint allerdings wiederum eine sehr
heterogene Gruppe von Tumoren, die sich weiter unterteilen Iasst. Vereinfacht gesagt ist der
muzindse-Gallengangs-ICC Typ eher dem perihilaren CC in vieler Hinsicht ahnlich und der
gemischte-Gallengadngchen-ICC Typ weist Parallelen zum Cholangiolozelluldaren Karzinom
auf (Cardinale et al., 2012; Cardinale, Carpino, Reid, Gaudio, & Alvaro, 2013; Komuta et al.,
2012). Daraus leitet sich die Hypothese ab, dass diese beiden [CC-Subtypen
unterschiedliche Ursprungszellen besitzen. Wéhrend fur den muzinésen-Gallengangs-ICC
Typ reife Gallengangszellen als Ursprungszellen angenommen werden, werden fir den
gemischten-Gallengdngchen-ICC Typ Leberprogenitorzellen oder auch transdifferenzierte

Hepatozyten als Ursprungszellen vermutet (Banales et al., 2016; Wei et al.,, 2016). Vor
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diesem Hintergrund bietet unser R26™™HNF1bCreER Lineage Tracing System die
Mdglichkeit, durch spezifische onkogene Transformation des HNF1B+ Kompartiments zu
Uberprufen, ob aus biliaren Zellen und LPC Tumoren entstehen kdnnen und wenn ja,
welchen Phéanotyp sie exprimieren.

Zu diesem Zweck wurden R26™™HNF1bCreER-Reportermause mit weiteren transgenen
Mausen gekreuzt, in denen nach Cre-vermittelter Rekombination der ras-Signalweg durch
Kras Mutation aktiviert ist bzw. das Tumorsuppressorgen p53 hetero- bzw. homozygot
deletiert ist. Die so erhaltenen HKP heterozygoten und HKP homozygoten Mause wurden bis
zu ihrem Tod (g: 182 d) beobachtet. Die Todesursache waren hierbei allerdings tdTom+
Adenokarzinome der Lunge. Wir konnten zeigen, dass in HKP-Mausen spezifisch eine
HNF 1B+ Subpopulation der Alveolarzellen Typ Il tdTom+ markiert wird und die beobachteten
Kras-induzierten Adenokarzinome der Lunge somit aus Alveolarzellen Typ Il stammen. Diese
Zellen gelten als potentielles Stammzellkompartiment der Lunge und wurden bereits in
anderen Modellen als Ursprungszellen Kras-induzierter Adenokarzinome der Lunge
identifiziert (De Simone et al., 1991; Desai et al., 2014; C. F. B. Kim et al., 2005; Lin et al.,
2012). Im Gegensatz zu der lebenseinschrankenden Kanzerogenese in der Lunge zeigte
sich selbst in 0Uberdurchschnittlich lang Uberlebenden HKP-Mausen eine normale
Leberstruktur. Teilweise war eine milde DR zu beobachten, aber es waren keine
pramalignen oder malignen L&sionen in der Leber vorhanden. Dabei zeigte sich sowohl im
Gesamtlberleben als auch in der Histologie kein Unterschied zwischen HKP hetero- und
homozygoten Mausen. Das Ausbleiben eines pathologischen hepatischen Phénotyps ist
bemerkenswert, da die Cre-vermittelte Rekombination effektiv erfolgte (84 %). Auch die
tdTom+ Adenokarzinome der Lunge, sowie die immunhistochemisch gesicherte erhéhte
pERK-Expression als Surrogat fir Kras-Aktivierung in duktalen Zellen belegen dies.
Aufgrund der eingeschrankten Uberlebenszeit kann letztlich nicht sicher ausgeschlossen
werden, dass sich in HKP-Mause nach einem langeren Beobachtungszeitraum pramaligne
Lasionen oder Tumoren entwickelt hatten. Das Ausbleiben histologischer Verdnderungen

lasst dies jedoch eher unwahrscheinlich erscheinen.

Dieses Ergebnis ist bemerkenswert, da sich in anderen Studien nach Mutation von Kras
und/oder Deletion von p53 in der Leber Tumoren entwickelten. O’Dell et al. beobachteten in
Mausen mit Kras-Mutation und homozygoter p53-Deletion durch eine konstitutiv aktive Cre-
Rekombinase unter einem Albumin-Promotor ein Uberleben der Versuchstiere von nur 19
Wochen und sowohl HCCs, als auch CCs (O'Dell et al., 2012). Katz et al. beobachteten in
Mausen mit homozygoter p53 Deletion durch eine konstitutive Cre-Rekombinase unter
einem Albumin/AFP-Promotor nach 44 Wochen ebenfalls HCCs und CCs (Katz et al., 2012).

Folglich ware bei den von uns studierten HKP-M&ausen ebenfalls mit einer Tumorentwicklung
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zu rechnen gewesen, da sich unser Beobachtungszeitraum auf maximal 30 Wochen
erstreckte. Zur Interpretation dieser beiden Studien ist allerdings bedeutsam, dass der von
O’Dell und Katz verwendete Promotor bereits embryonal in Hepatoblasten exprimiert wird,
also deutlich vor der Segregation der biliaren und hepatischen Linie (Geisler et al., 2008;
Zaret & Grompe, 2008). In diesen beiden Studien kommt es also bereits frihzeitig in der
Embryogenese zur Aktivierung des onkogenen Stimulus in der hepatozytaren und biliaren
Zellreihe. Ein Ruckschluss auf einer der beiden Reihen als Ursprungskompartiment der
beobachteten Tumoren ist folglich nicht zulassig.

Katz et al. isolierten zudem aus p53”-Méusen LPCs, die in vitro bipotent waren und aus den
isolierten LPCs entwickelten sich in subkutanen Transplantationsversuchen in
immunkompromittierten Mause Tumoren (Katz et al., 2012). Auch Holczbauer et al. isolierten
LPCs, Hepatoblasten und adulte Hepatozyten aus Wildtypméausen, transfizierten diese
Zellen lentiviral mit den Onkogenen H-Ras, SV40LT und Reporterproteinen. Aus diesen
transfizierten Zellen entwickelten sich sowohl in vitro und auch in vivo nach Transplantation
in immundefizienten Mausen Tumoren. Tendenziell gingen dabei aus mutmallichen
Progenitorzellen eher dedifferenziertere Tumoren hervor (Holczbauer et al., 2013). Bereits
zehn Jahre zuvor isolierten Dumble et al. Ovalzellen, heutzutage meist als LPC bezeichnet,
aus einer p53 Knockout-Maus, die nach subkutaner Injektion in athymische,
immunkompromittierte Mause zu HCC-&hnlichen Tumoren fiihrten (Dumble et al., 2002). Die
gezielte Isolation von LPCs ist allerdings sehr schwierig, da keine LPC-Marker etabliert sind
und jede in vitro Passage einer Zellreihe die zellulare Plastizitat beeinflussen kann.
Zusammenfassend erscheinen unsere in vivo Lineage Tracing Daten Uberzeugend genug,
um sagen zu koénnen, dass Kras-Aktivierung und p53-Deletion im biliaren und LPC-
Kompartiment nicht zur spontanen Tumorentwicklung (zumindest im untersuchten Zeitraum)

fuhrt, falls diese Mutationen erst in der adulten Maus aktiviert werden.

In den Untersuchungen zur spontanen Tumorentwicklung mit HKP-Mausen befand sich die
Leber in ihrer regularen Homdoostase, bei der das LPC-Kompartiment nach gangiger
Vorstellung keinen signifikanten Beitrag zur Regeneration der Leber leistet. Das LPC-
Kompartiment wird dagegen bei chronischer Leberschadigung aktiviert, die auch einen
Risikofaktor fir Leberkrebs darstellt (Jors et al., 2015; George K. Michalopoulos & Khan,
2015; Schaub et al., 2014; Yanger et al., 2014). Zur Charakterisierung der Rolle des LPC-
Kompartiments in der Karzinogenese kombinierten wir deshalb HKP-M&use mit etablierten
Langzeitmodellen chronischer Leberschadigung: Der CDE-Diat und der DDC-Diat. Diese
Schadigungsmodelle bilden einen zuséatzlichen Proliferationsreiz fir das LPC-Kompartiment
in Form der DR und ,aktivieren® dieses sozusagen. Dabei zeigten HKP-Mause

interessanterweise unter der eher hepatozytar-toxischen CDE-Diat einen komplett anderen
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Phanotyp, als unter der eher biliar-toxischen DDC-Diat. HKP-Mause unter CDE-Diét bildeten
makroskopische tdTom+ Tumoren, die sich mikroskopisch als HCC-ahnliche tdTom+
Tumoren darstellten und zeigten eine stark ausgepragte tdTom+ duktale Reaktion. Wichtig
hierbei ist, dass alleinige CDE-Diat in Kontrolltieren nach der gleichen Zeit (4 M) in unseren
Vorversuchen nicht zur Tumorentwicklung fihrte (Jors et al., 2015). Nach deutlich langerer
CDE-Diat (19 M) ist allerdings eine sehr hohe Inzidenz von HCCs zu beobachten (Yoshida et
al., 1993). Eine Lineage Tracing-Studie mit einer tamoxifen-induzierbaren Osteopontin-Cre
Rekombinase zeigte, dass eine alleinige CDE-Diat (12 M) zu vereinzelten HCCs flhren
kann, diese Tumoren aber nicht aus dem LPC-Kompartiment stammen (Mu et al., 2015). Die
Autoren zeigten jedoch nicht, aus welchen Zellen diese Tumoren entstanden. In Ratten ist
vielfach beschrieben worden, dass eine alleinige Applikation der CDE-Diat zur CC-
Entwicklung flhren kann (I. Guest, llic, & Sell, 2010). Umso bemerkenswerter erscheint im
Vergleich mit der Literatur also unsere Beobachtung, dass das HNF13+ Kompartiment unter
CDE-Diat und zusatzlicher Kras-Aktivierung und p53-Deletion tatsachlich Ursprungszelle des
HCC sein konnte.

Hierbei muss daran erinnert werden, dass es mdglicherweise unter der CDE-Diat einen
kleinen Anteil (~1,5-2,5 %) der Hepatozyten gibt, der sich aus dem LPC-Kompartiment
regeneriert (Espanol-Suner et al., 2012; Jors et al., 2015). Diese Subpopulation wére als
Ursprungszellen der von uns beobachteten HCCs denkbar, da sie bereits hepatozytar
differenziert sind. Allerdings ist eine definitive Schlussfolgerung nicht moglich, da in der
R26™™Hnf1bCreER-Maus auch Hepatozyten ektop mit tdTom markiert werden, wenn auch in
extrem geringen Maf3e (0,012 %) (Jors et al.,, 2015). Diese Hepatozyten exprimieren im
Gegensatz zu reifen Hepatozyten wahrscheinlich schwach den biliaren Marker HNF13 und
auch hepatozytare Marker wie HNF4a. Es ist also durchaus denkbar, dass sie der kurzlich
beschriebenen Subpopulation der Hybrid-Hepatozyten angehdren, die oben bereits erwahnt
wurde (Font-Burgada et al., 2015). Font-Burgada et al. beobachteten keine Karzinogenese
aus Hybrid-Hepatozyten in 3 ,perivendsen“ Krebsmodellen, aber konnten dies fir andere
Krebsmodelle natirlich nicht ausschlie3en.

In Vorversuchen konnten wir ausschliel3en, dass die CDE-Diat selbst als Stimulus zu einer
ektopen Rekombination durch die Cre-Rekombinase fuhrt und so womdglich HNF1(3
negative Zellen ektop Kras exprimieren konnten oder p53 Deletionen aufweisen konnten und
durch diesen Mechanismus die Ursprungszellen der beobachteten HCCs bilden (Jors et al.,
2015). Es stellt sich also die Frage, aus welchen Zellen die von uns beobachteten HCC-
ahnlichen Tumoren in HKP-Mausen unter CDE-Diat entstanden sind. A) Aus Hepatozyten
die unter CDE-Diat aus dem LPC-Kompartiment transdifferenziert sind oder b) aus ektop

markierten, eventuellen Hybrid-Hepatozyten. Keine dieser beiden Moglichkeiten lasst sich
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durch unsere Versuche hinreichend sicher belegen oder ausschlieRen.

Der Phanotyp von HKP-M&ausen unter DDC-Diat unterschied sich deutlich vom Phanotyp der
HKP-Méause unter CDE-Diat. Zwar wurde in der makroskopischen Fluoreszenzanalyse
ebenso eine tdTom+ Tumorentwicklung beobachtet, aber mikroskopisch zeigte sich bei HKP-
Mausen unter DDC-Diat ein vollkommen anderer Phanotyp. Es wurden keine Tumoren
hepatozytarer Differenzierung beobachtet, aber dafur tdTom+ Veranderungen an den grofRen
Gallengéangen im Sinne von BillNs mit Ubergang zum CC und tdTom+ Veranderungen an
den kleinen Gallengéngen bis hin zu CCs. AuBerdem war eine massive tdTom+ DR zu
beobachten. Die in HKP-Mausen unter DDC-Diat aufgetretenen CCs sind somit eindeutig
aus dem HNF1B+ bilidren und dem darin enthaltenen putativen LPC-Kompartiment
entstanden. Wir versuchten unsere Beobachtungen nach der aktuell am meisten
verwendeten Einteilung des CC anhand der anatomischen Tumorlokalisation zu
differenzieren (Blechacz et al., 2011). Danach wird zwischen intrahepatischem(l) CC,
perihilarem CC und distalem CC unterschieden. An den grof3en intrahepatischen
Gallengéngen ist das perihilare CC lokalisiert. Dort finden sich zwar auch HNF1p+
Cholangiozyten, allerdings gelten diese als reife Cholangiozyten. Die HNF13+ LPCs werden
eher in den CoH vermutet, also am Ubergang der Hepatozyten zu den kleinen Gallengangen
(Theise et al., 1999). Auch der embryologische Ursprung beider Gewebe ist unterschiedlich
(Kung et al., 2010). An den groRen Gallengangen konnten wir die bereits beschriebene
Sequenz von reaktiv veranderten Cholangiozyten Uber verschiedenen Stufen Biliarer
Intraepithelialer Neoplasien bis hin zum perihilaren CC nachvollziehen (Nakanuma et al.,
2014; Zen et al, 2007). Uber den Ursprung dieser Unterart des CC aus reifen
Cholangiozyten herrscht weitgehend Einigkeit.

So beobachteten Guest et al. in einer Lineage Tracing Studie in Mausen mit spezifischer
homozygoter p53-Deletion durch eine induzierbare Cre-Rekombinase unter einem CK19-
Promotor und zusatzlicher Behandlung mit Thioacetamid (6 M) die Entstehung von CCs aus
dem biliaren CK19+ Kompartiment mit einer Penetranz von 80 % (R. V. Guest et al., 2014).
In Mausen mit heterozygoter p53-Deletion und Thioacetamid (6 M) wurde dagegen kein
einziges CC beobachtet, wobei wir allerdings keinen Unterschied zwischen HKP hetero- und
homozygoten Mausen unter DDC-Diat beobachten konnten, was am Ehesten auf die

zusatzliche Kras-Aktivierung in unserem HKP-Modell zurtickzufiihren ist.

Fur das ICC an den kleinen Gallengéngen existieren sowohl verschiedene konkurrierende
Einteilungen und Kilassifikationen, als auch Hypothesen beziglich der Ursprungszellen
dieser Tumoren (Banales et al., 2016; Wei et al., 2016). Wir beobachteten an den kleinen

Gallengangen tdTom+ Veranderungen, die bilidren Hamartomen oder Von-Meyenburg-
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Komplexen &hnelten und sich zu ICCs entwickelten. Biliare Hamartome und Von-
Meyenberg-Komplexe gelten zwar prinzipiell als benigne Lasionen, allerdings gibt es auch
Studien in denen sie als Vorlauferlasionen des ICC postuliert wurden (Jain, Ahrens, &
Finkelstein, 2010; H. K. Kim & Jin, 2011; Nakanuma et al., 2014). Insbesondere beschrieb
O’Dell nach konstitutiver Kras-Aktivierung und p53-Deletion in Hepatoblasten Von-
Meyenberg-Komplexe und CCs (O'Dell et al., 2012). Da alle von uns gefundenen biliaren
Veranderungen und CCs tdTom+ waren, belegen unsere Daten eindeutig, dass das HNF13+
biliare bzw. das LPC-Kompartiment prinzipiell Ursprungszelle des perihilaren CC an grofRen
Gallengéangen und des ICC an kleinen Gallenwegen sein kann. Dies ist von Bedeutung, da
andere Studien den Ursprung des ICC in dedifferenzierten Hepatozyten sahen (L. Fan et al.,
2012; Sekiya & Suzuki, 2012; Zender et al., 2013).

Fir die von uns beobachteten CCs in HKP-Mausen unter DDC-Diat konnen ektop tdTom+
markierte oder transdifferenzierte Hepatozyten als Ursprungszellen nahezu sicher
ausgeschlossen werden, da in R26"™™HNF1bCreER-Mausen nach mehrmonatiger DDC-Diét
nahezu keine tdTom+ Hepatozyten existieren (0,005 %) (Jors et al.,, 2015). Ein
entscheidender Signalweg fir die Entwicklung von CCs aus Hepatozyten scheint der Notch-
Signalweg zu sein, wobei dieser auch in der HCC-Entstehung von Bedeutung ist (Geisler &
Strazzabosco, 2014).

So publizierten Sekiya und Suzuki eine zweiarmige Lineage Tracing Studie mit einem Cre-
Rekombinase-induzierten Reporter fur bilidre Zellen unter dem CK19 Promotor bzw. einem
Cre-Rekombinase-induzierten Reporter fir Hepatozyten unter einem AlbCreER-Promotor
(Sekiya & Suzuki, 2012). Die Thiocetamid-behandelten Mause entwickelten CCs (6 M) aus
Hepatozyten und die rekombinante Aktivierung der intrazellularen Domane von Notchl
(N1IC) (Murtaugh, Stanger, Kwan, & Melton, 2003) unter dem Albumin Promotor
beschleunigte den Phanotyp und die Inhibition des Notch-Signalweges durch Hes1-Knockout
schitzte die Mause vor CC-Entwicklung aus Hepatozyten (Imayoshi, Shimogori, Ohtsuka, &
Kageyama, 2008). Wir konnten allerdings zeigen, dass die AlbCreERT2-Maus nicht
hepatozytenspezifisch ist, sondern auch nach minimaler Tamoxifengabe in bis zu 40 % der
biliaren Zellen der kleinen Gallengdnge eine Cre-Rekombinase vermittelte Rekombination
stattfindet: Das AlbCreERT2-Mausmodell ist also ,leaky“ (Jors et al., 2015). Formal ist der
Schluss auf Hepatozyten als Ursprungszellen der Thioacetamid-induzierten CCs also nicht
moglich. Da allerdings Cholangiozyten und LPCs unter Markierung durch CK19-Promotor
nicht die Ursprungszellen Thioacetamid-induzierter CCs waren, scheinen zumindest im
Thioacetamid-Modell doch durch Notch-Signale transdifferenzierte Hepatozyten die

Ursprungszellen von CCs zu sein (Sekiya & Suzuki, 2012).
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Die Uberexpression von N1IC und zusétzliche Aktivierung der Proteinkinase B (AKT) unter
einem induzierbaren viralen hepatozytenspezifischen Promotor flhrte ebenfalls tber eine
Transdifferenzierung von adulten Hepatozyten zu Cholangiozyten zur CC-Entwicklung und
nicht zur HCC-Entwicklung (B. Fan et al., 2012). Bei konstitutiver Uberexpression von N1IC
in Hepatoblasten konnte ebenfalls CC-Entwicklung beobachtet werden (Zender et al., 2013),
aber in einer anderen Studie auch CCs und zusatzlich HCCs (Villanueva et al., 2012).
Konstitutive Uberexpression von N2IC in Hepatoblasten fiihrte zu HCCs und biliaren
Hyperplasien und konstitutive N2IC-Uberexpression in Hepatoblasten in Kombination mit
dem DEN-Modell zu akzelerierter HCC-Entwicklung und auch CC-Entwicklung (Dill et al.,
2013). Die biologische Relevanz von Studien in denen Signalmolekile wie N1IC
Uberexprimiert werden, ist sehr schwer einzuschatzen, da diese iber ein vielfaches des
physiologischen Niveaus hinaus gehen — vor allem wenn schon in der Embryonalperiode
Uberexpression stattfindet und miissen so als ,proof-of-principle“ Studien verstanden
werden. Hier muss auch nochmals erwéhnt werden, dass die Plastizitat adulter Hepatozyten
und damit die Fahigkeit im Falle chronischer Leberschadigungen zu Cholangiozyten zu
differenzieren umstritten diskutiert wird (Lu et al., 2015; Suzuki, 2015). Die Studienlage in
den Mausmodellen liefert also keinen eindeutigen Aufschluss lber die Ursprungszelle des
CC.

Die Studienlage zum humanen ICC weist gemeinsame Risikofaktoren fir ICC und HCC auf,
und deutet somit auf den Ursprung zumindest einiger ICC-Subtypen aus dedifferenzierten
Hepatozyten hin (Tyson & El-Serag, 2011). Aulierdem wurden p62 + Einschlusskorper in
ICCs mit HCC Risikoprofil beobachtet, wobei diese Einschlusskorper typisch fir Hepatozyten
sind (Aishima et al., 2010). Ein weiteres Indiz fir den Ursprung von ICCs aus Hepatozyten,
ist das Auftreten von ICCs an Lokationen, an denen normalerweise nur Hepatozyten
residieren (Blechacz et al., 2011). Es scheint also durchaus wahrscheinlich, dass sowohl
Hepatozyten als auch biliare Zellen ICCs verursachen kénnen (Banales et al., 2016; Patel,
2014). Deshalb ist es erforderlich, Patienten mit ICCs in Zentren zu behandeln und in
klinische Studien einzuschlie3en, die ICCs von perihilaren und distalen CCs abgrenzen, um
genauere Erkenntnisse, zum Beispiel Uber Vorlauferlasionen und prognostische
Unterschiede zu gewinnen (Bridgewater et al., 2014). Der nachste Schritt wéare dann,
Lebertumoren unabhangig ihres histologischen Phéanotyps nach ihrem genetischen Profil zu
klassifizieren, wie jlingst vorgeschlagen (Carotenuto et al., 2016). Hochstwahrscheinlich
wirde eine weitere Subklassifizierung im Sinne einer personalisierten Medizin deutliche
Vorteile flr Patienten bringen, da so der Weg zu einer personalisierten, gezielten
molekularen Therapie erdffnet wird und so Patienten im Sinne der translationalen Forschung

von Erkenntnissen aus der Grundlagenforschung profitieren kénnen. Die Ergebnisse unseres
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HKP-Modells unter DDC-Diét zeigen zweifelsfrei, dass ICCs und perihilare CCs aus dem
biliaren bzw. LPC-Kompartiment entstehen kénnen. Da in dieser Arbeit stets das gesamte
biliare Kompartiment markiert wurde, ist keine genauere Differenzierung zwischen der Rolle
der putativen Subpopulation der LPCs und der adulten Cholangiozyten méglich. Uber einen
potentiellen Ursprung von ICCs aus Hepatozyten kann ebenfalls keine Aussage getroffen
werden, da dies nicht untersucht wurde. Das HKP-Modell unter DDC-Diat und CDE-Diat
zeigt sehr anschaulich den Einfluss chronischer Inflammationsreaktionen auf die
Karzinogenese und zeigt auch, wie unterschiedlich die Ergebnisse abhangig von der Wahl
des Modells sein kénnen und wie schwierig verallgemeinernde Rickschliisse in der
komplizierten Frage nach der Ursprungszelle des HCC und ICC sind. Die momentan
vertretene Ansicht, dass eine weitere Unterteilung des ICC in einen gemischten
Gallengangchen ICC Typ und einen muzindsen-Gallengangs-ICC Typ sinnvoll ware und
diese wahrscheinlich unterschiedliche Ursprungszellen haben, bestétigt sich durch unsere
Ergebnisse (Banales et al., 2016; Wei et al., 2016).

In der Zusammenschau lasst sich festhalten, dass Leberprogenitorzellen als Ursprungszellen
des HCCs in zwei wichtigen, sehr verschiedenen HCC-Modellen keine Rolle spielen und
somit hochstwahrscheinlich Hepatozyten und nicht Leberprogenitorzellen Ursprungszellen
des HCC sind. Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass das biliare bzw. LPC Kompartiment
eine hohe Resistenz gegeniber maligner Transformation durch Kras-Aktivierung und p53-
Defizienz besitzt. Erst durch zusatzliche Aktivierung durch Modelle chronischer
Leberschadigung zeigt sich die prinzipielle onkogene Suszeptibilitdit des bilidren
Kompartiments, welches Ursprungszelle des ICC und perihilaren CCs sein kann und unter
bestimmten Modellbedingungen maoglicherweise auch als Ursprungszelle des HCC fungieren

kann. Abbildung 17 zeigt eine komplette Ubersicht iiber die Ergebnisse dieser Arbeit.
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Abbildung 17: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Lineage Tracing Versuche in der R26™°mHnf1bCreER-Maus.
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6 Zusammenfassung

Die Leber besitzt nach akuter und chronischer Schadigung aufRerordentliche Fahigkeiten zur
Regeneration. Der akute Verlust von Lebergewebe, z. B. nach Resektion, wird durch die
Proliferation reifer Hepatozyten kompensiert. Fir die chronische Leberschadigung galt
klassischerweise die Hypothese, dass Zellen der duktalen Reaktion als bipotentiales
Reservekompartiment fungieren und zur Neogenese von Hepatozyten und Cholangiozyten
beitragen. Die duktale Reaktion bezeichnet eine vorwiegend periportale Expansion
phanotypisch biliarer Zellen, die in beinahe allen Formen schwerster akuter oder chronischer
Leberschadigungen beobachtet wird. Es wird weithin angenommen, dass die Zellen der
duktalen Reaktion transit-amplifizierende Zellen eines in den terminalen Gallengangen
(Heringkanalchen) lokalisierten putativen adulten Stammzellkompartiments sind, weswegen
sie auch oft als Leberprogenitorzellen bezeichnet werden. Neue Daten, u.a. von unserer
Arbeitsgruppe, zeigten allerdings, dass die Zellen der duktalen Reaktion und damit das
Leberprogenitorzell-Kompartiment, allenfalls einen minimalen Beitrag zur Regeneration der
Hepatozyten leisten.

Die Identitdit der Ursprungszellen der beiden haufigsten Leberkrebsentitaten
Hepatozellulares Karzinom (HCC) und Cholangiokarzinom (CC) ist unbekannt und wird
kontrovers diskutiert. Leberprogenitorzellen wurden dabei aus verschiedenen Grinden als
potentielle Ursprungszellen von HCC und CC postuliert. Leberprognitorzellen besitzen
mutmaflich grof3e zellulare Plastizitat in der Regeneration der Leber. Einige Lebertumoren
enthalten Zellen, die histologisch in ihrer Zellmarkerexpression Leberprogenitorzellen ahnlich
sind, und auch in genetischen Expressionsanalysen gibt es Tumorzellen, die
Leberprogenitorzellen &ahnlich sind. Da von diesen Leberprogenitorzell-ahnlichen Zellen
angenommen wird, dass sie Leberkrebsstammzellen sein konnten und die Prognose
Leberprogenitorzell-dhnlicher Tumoren sehr ungunstig ist, ist es von hoher Relevanz zu
klaren, ob aus Leberprogenitorzellen tatséchlich Tumoren entstehen kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, in einem sogenannten in vivo Lineage Tracing Ansatz im
Mausmodell zu Uberprifen, ob das duktale bzw. putative LPC-Kompartiment auch als
Ursprungskompartiment von Lebertumoren fungiert. Lineage Tracing in
R26™™HNF1bCreER-M4ausen ermdglicht die gezielte Markierung des biliaren HNF1B+
Kompartiments. Das HNF13+ Kompartiment expandiert in der duktalen Reaktion und enthalt
mutmallich das Leberprogenitorzell-Kompartiment. Beim Lineage Tracing werden HNF1[3-
exprimierende Zellen dauerhaft und irreversibel zu einem beliebig wahlbaren Zeitpunkt per
Tamoxifeninjektion mit dem roten Fluoreszenzprotein tdTomato markiert und geben diesen
Marker an samtliche Tochterzellen weiter, die aus den markierten HNF1B+ Zellen entstehen.

Tumoren, deren Ursprungszellen HNF1B+ sind, werden also ebenfalls durch tdTomato
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markiert. R26"™"HNF1bCreER-Reportermause wurden in zwei etablierten HCC-Modellen
analysiert. Dabei konnte in der vorliegenden Arbeit mittels Immunhistochemie und
Immunfluoreszenz mit grofRer Sicherheit gezeigt werden, dass HNF1p3+ Zellen, und damit
das putative adulte Leberprogenitorzell-Kompartiment, in den beiden untersuchten HCC-
Modellen (DEN-Modell und Mdr2”-Mausmodell) nicht die Ursprungszellen des HCC
darstellen. In einem zweiten Ansatz wurde das HNF13+ Kompartiment spezifisch auf seine
Sensitivitdt gegeniber maligner Transformation getestet. Dazu wurde HNF1B-spezifisch das
Onkogen Kras aktiviert, sowie das Tumorsuppressorgen p53 hetero- bzw. homozygot
inaktiviert (HKP-Modell). Im HKP-Modell starben die Mause vorzeitig (3-6 Monate) an
primaren Adenokarzinomen der Lunge, aufgrund der Expression von HNF1B in
Alvelolarzellen Typ Il der Lunge. Im Leberparenchym waren keine dysplastischen
Veranderungen zu beobachten. Um das Leberprogenitorzell-Kompartiment gezielt einem
zusatzlichen Proliferationsstimulus auszusetzen, wurde das onkogene Stressmodell mit
HNF1B-spezifischer Kras-Aktivierung und p53-Defizienz (HKP-Modell) zusatzlich mit
Langzeitmodellen chronischer Leberschadigung kombiniert: CDE-Diat und DDC-Diat. In
Mausen unter CDE-Diat entwickelten sich tdTomato+ HCC-ahnliche Tumoren. In M&ausen
unter DDC-Diat entwickelten sich hingegen tdTomato+ Veranderungen der grofRen
Gallengange im Sinne von Biliar Intraepithelialen Neoplasien und CCs und tdTomato+
Veranderungen der kleinen Gallengédnge im Sinne von intrahepatischen CCs. In beiden
Fallen konnte per Immunfluoreszenz gezeigt werden, dass die Tumoren aus dem markierten
HNF1B+ Kompartiment der duktalen Reaktion stammen, wobei flir das CDE-Modell sehr
selten ektop markierte Hepatozyten als Ursprungszellen der HCC-éhnlichen Lasionen nicht

vollstandig ausgeschlossen werden kénnen.

Die vorliegende Arbeit zeigt eindeutig, dass Leberprogenitorzellen in der Entstehung der
HCCs in zwei wichtigen, sehr verschiedenen HCC-Modellen keine Rolle spielen und somit
hdchstwahrscheinlich Hepatozyten und nicht Leberprogenitorzellen Ursprungszellen des
HCC sind. AuRerdem wird gezeigt, dass das biliare bzw. LPC Kompartiment eine hohe
Resistenz gegeniber maligner Transformation durch Kras-Aktivierung und p53-Defizienz
besitzt. Erst durch einen zuséatzlichen Proliferationsreiz durch Modelle chronischer
Leberschadigung zeigt sich Karzinogenese ausgehend vom duktalen Kompartiment, welches
dann Ursprungszelle des ICC und perihilaren CCs und unter bestimmten Modellbedingungen

maoglicherweise auch Ursprungszelle des HCC sein kann.
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