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1 Einleitung

1.1 Primare Lebertumoren

1.1.1 Epidemiologie

Primare Lebermalignome waren 2020 die weltweit sechsthaufigste diagnostizierte
Malignomart mit einer Inzidenz von 906.000 und verantwortlich fiir 830.000 Todesfélle. Die
Inzidenz- und Mortalitatsraten sind fir Manner jeweils zwei- bis dreimal hdher. Das
hepatozellulare Karzinom (HCC) macht mit 75-85 % der Félle den gréf3ten Anteil priméarer
Lebermalignome aus, 10-15% sind intrahepatische Cholangiokarzinome (CCC) oder
Mischtumore aus HCC und CCC (Sung et al., 2021).

Von 1990 bis 2015 ist die Inzidenz von malignen Lebertumoren um 75 % gestiegen. Ursachen
sind neben einer verdnderten Altersstruktur und dem Bevélkerungswachstum eine Zunahme
von Risikofaktoren wie die Zirrhoseentwicklung nach einem Anstieg der Hepatitis C-
Infektionen Anfang der zweiten Halfte des vorigen Jahrhunderts sowie eine Zunahme der
nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (Global Burden of Disease Liver Cancer, 2017). Die
Erkrankungsrate ist weltweit ungleichmagig verteilt. Mit einer Inzidenz von >20/100.000 ist sie
am hodchsten in Subsahara-Afrika und Ostasien, Landern mit endemischem Vorkommen von
Hepatitis B-Virusinfektionen. Sitdeuropaische Lander haben dagegen eine mittlere Inzidenz
von 10-20/100.000. In Nord- und Stidamerika sowie in Nordeuropa ist die Erkrankungsrate mit
<5/100.000 dagegen deutlich niedriger (El-Serag, 2012; Mittal & El-Serag, 2013).

1.1.2 Atiologie

Etwa 90 % der HCC-Patientinnen in der westlichen Welt haben eine Zirrhose oder Fibrose der
Leber (Moon et al., 2019). Die gréf3ten Risikofaktoren fur die Zirrhose und HCC-Entwicklung
sind eine chronische Infektion mit Hepatitis B- oder C-Viren, mit Aflatoxin kontaminierte
Nahrung, Alkoholabusus, Ubergewicht und Typ-2-Diabetes (Bray et al., 2018). Das
Lebenszeitrisiko fur die Entwicklung eines HCCs betragt bei einer Leberzirrhose ca. 30 %. Pro
Jahr entwickeln etwa 1-8 % der Zirrhose-Patientinnen ein HCC, wobei es vor allem bei der
chronischen Hepatitis B und den metabolisch bedingten Lebererkrankungen auch zu einer
HCC-Entwicklung ohne Zirrhose kommen kann (European Association for the Study of the
Liver, 2018).

Es wird angenommen, dass viele HCC-Falle mit unklarer Atiologie auf eine nicht-alkoholische
Fettlebererkrankung (NAFLD) und nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) zurtickzufiihren
sind. Bei 30-40 % der chronischen Lebererkrankungen bzw. HCCs fehlt eine eindeutig virale
oder alkoholbedingte Atiologie, wobei diese Patientinnen haufiger Eigenschaften wie
Ubergewicht und Diabetes zeigen (El-Serag & Rudolph, 2007; Massarweh & El-Serag, 2017).



1.1.3 Therapieoptionen und Prognose

Die wichtigsten klinischen Prognosefaktoren sind der Tumorstatus, die Leberfunktion und der
allgemeine Gesundheitszustand der Patientinnen. Es gibt mehrere Staging-Systeme zur
klinischen Klassifikation des HCCs (European Association for the Study of the Liver, 2018).
Das am haufigsten genutzte Staging-System in der westlichen Welt ist das Barcelona Clinic
Liver Cancer (BCLC) System (s. Tabelle 1). Es bertcksichtigt sowohl die intrahepatische
Tumorausdehnung als auch prognostisch relevante Parameter wie eine Makrogefaliinvasion
oder extrahepatische Tumormanifestationen (Bellissimo, Pinzone, Cacopardo, & Nunnari,
2015). Das Uberleben ist stark abhangig vom BCLC-Stadium. Die Therapieoptionen umfassen
je nach vorliegendem Stadium eine chirurgische Resektion, Lebertransplantation, sowie lokale
nicht-chirurgische Therapien wie Radiofrequenz- oder Mikrowellenablation (RFA oder MWA),
transarterielle Chemoembolisation (TACE), selektive interne Radiotherapie (SIRT) und auch
eine systemische Therapie mit Immunkombinationstherapien oder Tyrosinkinaseinhibitoren
(Vogel et al., 2018). Patientinnen mit einem frihen HCC-Stadium (Stadium 0 und A) kommen
fur kurative TherapiemalBhahmen wie eine Resektion, Ablation oder Lebertransplantation in
Betracht. Im intermedidren oder fortgeschrittenen Stadium (BCLC B oder C) werden palliative
lokoregionare Verfahren, wie eine TACE oder SIRT, und systemische Therapien angewandt.
Bei Stadium D wird die Prognose durch die Lebergrunderkrankung und den Allgemeinzustand
bestimmt und nicht durch die Tumorerkrankung. Somit ist nur eine bestmdgliche
unterstitzende Behandlung mdglich und sinnvoll (Severi, van Malenstein, Verslype, & van
Pelt, 2010; Vogel, Martinelli, clinicalguidelines@esmo.org, & Committee, 2021). Nur 10-20 %
der HCC-Patientlnnen sind geeignet flr eine operative Intervention, aber auch diese haben
haufig Rezidive und das postoperative 5-Jahres-Uberleben liegt bei 30-40 %. Leider hat eine
konventionelle Chemotherapie fur die Behandlung von Patientinnen mit einem
fortgeschrittenen HCC nur einen limitierten Effekt auf die Verbesserung des
Gesamtiberlebens (Ji & Wang, 2012).

Zahlreiche randomisierte Kklinische Studien haben Chemotherapien bzw. systemische
Therapien fur das HCC evaluiert, jedoch war tber viele Jahre nur eine Substanz, Sorafenib,
fur eine systemische Therapie verfiigbar (Llovet et al., 2016). Sorafenib ist ein Multikinase-
Inhibitor, der die Raf-Kinase, den VEGF-Rezeptor und PDGF-Rezeptor blockiert (Bellissimo
et al., 2015). Mittlerweile sind auch andere Tyrosinkinaseinhibitoren wie Lenvatinib etabliert.
Die Standarderstlinientherapie ist heute eine Checkpointinhibitor-Kombinationstherapie mit
Atezolizumab und Bevacizumab (Finn et al., 2020; Vogel et al., 2021). Auch eine duale
Checkpoint-Inhibition mit Durvalumab und Tremelimumab kann eingesetzt werden (C. Yang
et al., 2023).

Trotz dieser vielen verfigbaren Systemtherapien ist die Prognose immer noch eingeschrankt.

Die Therapieempfehlungen fur die einzelnen Stadien konnen je nach Tumor- und
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Patientinnencharakteristika angepasst werden. Unter anderem wird ein Einsatz der
Systemtherapie in friheren Tumorstadien bereits in klinischen Studien evaluiert (Vogel et al.,
2018).

Stadium Kennzeichen

0 Einzelner Knoten <2 cm, erhaltene Leberfunktion

A 1-3 Knoten <3 cm, erhaltene Leberfunktion

B Multinodulares HCC, nicht resektabel, erhaltene Leberfunktion

C Portale Invasion und/oder extrahepatische Metastasierung (N1, M1),

erhaltene Leberfunktion
D Eingeschrankte Leberfunktion (Child-Pugh C), ECOG 3-4
Tabelle 1: BCLC-Staging des HCCs, angelehnt an (Bellissimo et al., 2015)



1.2 Grundlagen hepatischer Karzinogenese

1.2.1 Leberregeneration und Homoostase

In der Leber gibt es zahlreiche unterschiedliche Zelltypen. Zum einen Parenchymzellen, die
Hepatozyten, und zum anderen Nicht-Parenchymzellen wie Cholangiozyten, Kupfferzellen
und Sternzellen (Hong, Cai, Jiang, Zhou, & Chen, 2015). Die Hepatozyten machen etwa 60-
80 % der Lebermasse aus und sind ruhende Zellen in der normalen Leber. Bei einem
Leberschaden oder einer Reduktion der Lebermasse haben sie allerdings die Fahigkeit, ihren
Zellumsatz enorm zu steigern und haben ein gro3es proliferatives Potential. Wenn die
Replikationskapazitat der Hepatozyten aber gestort ist, beispielsweise durch eine chronische
Hepatitis oder Leberzirrhose, wird die Proliferation anderer Zelltypen wie etwa der
sogenannten Ovalzellen in der Periportalregion beobachtet (Sia, Villanueva, Friedman, &
Llovet, 2017). Ovalzellen wurden lange als mutmaliliche hepatische Stammzellen diskutiert,
die unter bestimmten Bedingungen in der Lage sind, sowohl in Hepatozyten als auch in
Cholangiozyten zu differenzieren. Die Expansion von Ovalzellen, auch als duktulare Reaktion
bezeichnet, wird bei einer LebervergroRerung und in der Leber mit hepatozellularen
Karzinomen haufig beobachtet (Hong et al., 2015). Die Funktion dieser Zellen ist aber
weiterhin nicht genau geklart und ihre Rolle in der Leberregeneration sowie in der
Karzinogenese wird kontrovers diskutiert (Sato et al., 2019). Durch ihre groRe Plastizitat sind
Hepatozyten mit ihrer Fahigkeit, zu dedifferenzieren und in gallengangsahnliche Zellen zu
transdifferenzieren, mogliche Ursprungszellen fir die Entstehung eines HCCs und auch eines
CCCs. Aber auch die vorbeschriebenen Ovalzellen, die in préklinischen Modellen als bipotente
Progenitorzellen diskutiert wurden, kommen als Initiatoren der Karzinogenese infrage (Sia et
al., 2017).

1.2.2 Fibrose und Zirrhose

Besonders in der Leber tragt auch das Mikromilieu zur Tumorentstehung bei, da hier 90 % der
Tumore in einer chronischen Entziindungsumgebung entstehen (Sia et al., 2017). Diese
chronische Entziindung in der Leber kann sowohl durch eine virale Hepatitis als auch durch
Alkohol und metabolische Lebererkrankungen verursacht werden (W. Kim et al., 2018). Durch
den andauernden Leberschaden entwickelt sich zunachst eine Fibrose und schlielilich eine
Leberzirrhose. Die extrazellulare Matrix (EZM) lagert sich vermehrt ab und akkumuliert. Das
fuhrt zur Verénderung vaskularer Strukturen und Einschrénkung der Hepatozytenfunktionen.
Die Fibrose ist gekennzeichnet durch wiederholten Zelltod und eine kompensatorische
Regeneration von Hepatozyten. Durch den kontinuierlichen Proliferationsreiz kann es auch zu
vermehrten Mutationen im Genom der Hepatozyten kommen, was durch chromosomale
Instabilitdt zur Karzinogenese beitragen konnte (Moon et al.,, 2019). Die Formation von

fibrotischer EZM stért auRerdem die epitheliale Zellpolaritdt und die Wachstumsfaktoren im
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profibrotischen Milieu stimulieren die Proliferation der Parenchymzellen. Das wiederum schafft

Bedingungen fur die Tumorentstehung (Noguchi, Saito, & Nagase, 2018).

1.2.3 Bedeutung von Tumorstammzellen

Das Schlisselereignis, das es Tumorzellen erlaubt, invasiv zu wachsen, ist die Epithelial-
Mesenchymale Transition (EMT) (Yeung & Yang, 2017). Der Ubergang vom epithelialen zum
mesenchymalen Phanotyp fordert die Zellinvasion und damit die Metastasierung im HCC. Die
Parenchymzellen verlieren ihre Verbindung zu den Nachbarzellen und ihre Polaritét, aber sie
erlangen die Bewegungsfahigkeit und Invasivitat von mesenchymalen Zellen. Die Zellen
zeigen nach der EMT eine Uberexpression von unterschiedlichen Stammzellmarkern, darunter
CD44 (Gao et al., 2015).

Stammzellen sind undifferenzierte Zellen mit der Kapazitat zur Selbsterneuerung durch
mitotische Zellteilung und der Fahigkeit zur Differenzierung in reife Zellen. Sie sind
verantwortlich fir Gewebeerneuerung und -reparatur (L. B. Xu & Liu, 2014).
Tumorstammzellen (cancer stem cells, CSC) sind eine kleine Subpopulation im Primartumor,
die Tumorinitiierung, Rekurrenz, Metastasierung und Medikamenten- und Strahlenresistenz
hervorrufen kénnen. CSC zeigen wie Stammzellen eine Apoptoseresistenz und eine
veranderte Expression von Transkriptionsfaktoren, die wiederum zur EMT beitragen (Asai et
al.,, 2019; Wang, Zhao, Hackert, & Zoller, 2018). CSC-Marker im HCC sind unter anderem
EpCAM, CD133, CD90, CD44, CD24, CD13 und Ov6. In Lebertumoren wurden Zellen mit der
Expression von CSC-Markern identifiziert, allerdings ist diese Zellpopulation sehr heterogen
und zeigt variable Phanotypen der verschiedenen Marker. Der Nachweis dieser potentiellen
CSC korreliert jedoch mit der Uberlebensdauer der Patientinnen nach Resektion und dem
Ansprechen auf eine Chemotherapie (Yamashita & Wang, 2013). Die
Progenitorzelleigenschaften kénnen auch als ein prognostischer Marker fiir den
Behandlungserfolg nach einer Lebertransplantation dienen. In einer Studie zeigte sich bei der
Expression von Progenitorzellmarkern in den Tumoren der Explantatleber eine 5-Jahres-
Rezidivrate von 53 % und ein Gesamtiberleben von 45 %, wahrend es ohne Marker nur 19 %
Rezidive in funf Jahren gab und das 5-Jahres-Gesamtiberleben 67 % betrug (Castelli, Pelosi,
& Testa, 2017).

Dementsprechend konnte die Entwicklung von zielgerichteten Therapien gegen CSC eine
neue Methode zur Verbesserung des Uberlebens von HCC-Patientinnen darstellen, da CSC

moglicherweise von konventionellen Chemotherapien nicht erfasst werden (Ji & Wang, 2012).

1.2.4 Heterogenitat des HCCs und haufige Mutationen
Das HCC zeigt eine groRRe Heterogenitdt, sowohl in Anbetracht der verschiedenen

Risikofaktoren als auch wegen seines biologischen Verhaltens und des Therapieansprechens.
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Die Existenz von Tumorstammzellen im HCC kann mdglicherweise einen Teil der
Heterogenitat, Metastasierung und des Wiederauftretens nach Resektion erklaren (Ji & Wang,
2012).

In einer Studie von Friemel et al. wurde eine intratumorale Heterogenitat in 87 % der HCC-
Falle beschrieben. Die intratumorale Heterogenitat im Hinblick auf die Morphologie war
assoziiert mit einem gréf3eren Tumor und fortgeschrittenerem Tumorstadium. Hinsichtlich
TP53- und CTNNB1-Mutationen wurde ein heterogener Mutationsstatus bei 22 % der HCCs
gefunden. Diese Ergebnisse deuten auf eine hohe genetische Instabilitéat im HCC hin (Friemel
et al.,, 2015). Auch in einer weiteren Studie wurde eine grof3enabhangige intratumorale
Heterogenitat im HCC beschrieben. Diese Heterogenitat war sehr variabel innerhalb der
Patientinnen und hatte gro3e Auswirkungen auf die Therapie, da verschiedene
Subpopulationen innerhalb eines Tumors unterschiedlich sensitiv auf Medikamente reagieren
kénnen. Die Heterogenitat des HCCs ist somit eine wichtige Herausforderung fir die
Klassifikation und kann wahrscheinlich zu Therapieversagen und Medikamentenresistenz
beitragen (Castelli et al., 2017).

Es wurden elf Signalwege identifiziert, die in mehr als 5 % der HCCs verandert sind. Dazu
zahlen TERT-Promoter Mutationen, die die Telomerase-Expression aktivieren, Mutationen in
Wnt/B-Catenin-, PISK/AKT/mTOR-, TP53- und MAP-Kinase-Signalwegen, in Genen, die fir
die hepatische Differenzierung, die epigenetische Regulation und das Chromatinremodeling
von Bedeutung sind, sowie Veranderungen in Signalproteinen der oxidativen Stressresponse
und im IL-6/JAK/STAT- und TGF-B-Signalweg (Schulze et al., 2015).

Ein weiterer Signalweg, der im HCC verandert sein kann, ist der Hippo-Signalweg mit seinem
nuklearen Effektorprotein Yes Associated Protein (YAP) (Hong et al., 2015). In einer Studie
zeigen uber 50 % der untersuchten HCCs erhohte nukledre YAP-Proteinlevel. Im Gegensatz
zu dieser haufigen Uberexpression ist die Amplifikation des YAP-Genlocus auf dem
Chromosom 11g22 mit 5-15 % relativ selten. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass die
erhéhten YAP-Proteinlevel aufgrund einer Dysregulation von YAP-Regulatoren wie dem
Hippo-Signalweg entstehen (Zhao et al., 2007). Uberraschenderweise gibt es wenig
dokumentierte genetische Mutationen der Hauptkomponenten des Hippo-Signalwegs. Das
kann durch zwei Grinde erklart werden. Zum einen hat der Hippo-Sighalweg redundante
negative Regulatoren, sodass mehrere Mutationen benttigt werden, um den Signalweg zu
inaktivieren. AufRerdem wurden andere Mechanismen der Signalwegsalteration festgestellt,
wie beispielsweise Veranderungen der Kopienzahl, Translokationen und epigenetische
Veradnderungen. Auch kann eine YAP-Aktivierung durch andere wachstumsregulierende

Signalwege entstehen (Barron & Kagey, 2014).



1.3 Der Hippo-Signalweg in der hepatischen Karzinogenese

1.3.1 Der Hippo-Signalweg: Komponenten und Funktion

Erste Bestandteile des Hippo-Signalwegs wurden bereits ab 1995 in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster entdeckt. Im Jahr 2003 konnten dann die relevanten
Hauptkomponenten des Signalwegs identifiziert werden (Wantae Kim & Jho, 2018; J. R. Misra
& Irvine, 2018). Die Komponenten der Hippo-Signalkaskade sind konserviert in Saugetieren.
Das Protein YAP wurde als nukledrer Effektor des Hippo-Signalwegs bei Saugetieren
identifiziert (Dong et al., 2007).

Im Folgenden wird zum Grof3teil nur die Terminologie des Sighalwegs der Saugetiere genutzt
und auch nur auf die Vorgange dort eingegangen (s. Abb. 1).

Der Hippo-Signalweg besteht aus vorgeschalteten regulatorischen Elementen, den
Kernkomponenten MST und LATS und den nachgeschalteten Effektormolekilen YAP und
TAZ (Liu et al.,, 2018). Im Signalweg phosphoryliert die MST1/2-Kinase mit der Hilfe des
Adaptorproteins Salvador (Sav) (Cleary et al., 2013) die beiden LATS-Kinasen LATS1 und
LATS2, was wiederum zu deren Aktivierung und zur Phosphorylierung und Inaktivierung von
YAP bzw. TAZ fuhrt. YAP und TAZ binden verschiedene Transkriptionsfaktoren und regulieren
dadurch deren Aktivitat. Erhohte Level von LATS1/2 und MST1/2 und die damit verbundene
Inaktivierung von YAP fiihren zu einem Zellzyklusarrest und zur Apoptose (Saucedo & Edgar,
2007). Die YAP-Phosphorylierung durch LATS fordert die zytoplasmatische Retention und
Degradierung von YAP, was in einer Hemmung der Zellbeweglichkeit, Proliferation und
Onkogenese resultiert (Guo, Wang, & Liang, 2015).
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Abbildung 1: Die Kernkomponenten des Hippo-Signalwegs, angelehnt an (F. X.Yu & Guan,
2013)



Der Hippo-Signalweg hat zwei physiologische Funktionen. Zum einen die Koordination des
Ubergangs von Zellproliferation zu einem Ruhezustand der Zellen und zum anderen die
Aufrechterhaltung einer zellularen Differenzierung. Die physiologische Funktion des Hippo-
Signalwegs in der OrgangréfRenregulation bei S&ugetieren wurde durch transgene und Knock-
out-Mause aufgezeigt. Eine Uberexpression von aktiviertem YAP oder ein Knock-out von
Mstl/2 oder Savl fuhrten zu einer Vergrof3erung der Leber und schlieBlich zur HCC-
Entwicklung (Pan, 2010; Zhou et al., 2009). Der Hippo-Signalweg wird in der Leber sowohl fur
die Aufrechterhaltung der Hepatozytendifferenzierung als auch fir die Unterdrickung der
Aktivierung von sogenannten Ovalzellen bendtigt, deren Expansion haufig mit
LebervergrofRerung und Tumorformation assoziiert ist. Entscheidend fir die Leberregeneration
ist eine Inaktivierung des Hippo-Signhalwegs und eine vermehrte Expression und Aktivitat von
YAP. Nach einer partiellen Hepatektomie (PH) steigen innerhalb von 24 Stunden die
Expressionslevel und die Aktivitat von YAP an, bevor die Hepatozyten mit ihrer Proliferation
beginnen. Die MST- und LATS-Aktivitat ist am Tag nach der PH vermindert, aber normalisiert
sich bei Wiederherstellung der urspringlichen LebergroRe wieder, sodass eine
Uberschiel3ende Proliferation und Tumorentstehung verhindert wird (Hong et al., 2015).

Der Hippo-Signalweg hat eine tumorsuppressive Funktion. Eine Dysregulation des Hippo-
Signalwegs findet sich in einer Vielzahl von humanen Malignomen und korreliert mit einer
schlechten Prognose (W. Kim et al., 2017; Saucedo & Edgar, 2007). Mause mit hepatischer
Inaktivierung des Hippo-Signalweges zeigen verschiedene Grade der
Hepatozytenproliferation und eine Expansion von Ovalzellen in der Region der portalen Trias,
die moglicherweise die Ursprungszellen fir die HCC- und CCC-Entstehung in diesem Modell
sein konnen (Manmadhan & Ehmer, 2019). In der Leber von Mstl/2-mutierten M&ausen
entwickelt sich innerhalb von vier Monaten ohne chemische Induktion ein HCC. Es ist
aulRergewohnlich, dass sich das HCC in Mstl/2-Knock-out-Mausen so schnell ohne den
Einfluss von Umweltfaktoren entwickelt. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass ein Verlust von
MST1/2 und die Hochregulation der YAP-AKktivitat entscheidend sind fur die Tumorinitiierung
(W. Kim et al., 2017). Auch eine Dysregulation der LATS-Expression tragt zu Beginn und
Progression verschiedener maligner Tumoren bei. Die Herunterregulation von LATS und
erhohte Expression von YAP wurden im humanen HCC beobachtet. Dabei steigerte eine
Inhibition von LATS die Interaktion von YAP und TEAD-Transkriptionsfaktoren (Guo et al.,
2015). Insgesamt zeigen etwa 30 % der humanen HCCs eine geringe YAP-Phosphorylierung
der inhibitorischen Regulationsseite Ser127 und ein Grol3teil der HCCs zeigt einen Verlust von
aktiviertem MST1 (Zhou et al., 2009).

Der Hippo-Signalweg wird durch zahlreiche unterschiedliche extrazellulare Signalpeptide und
Rezeptoren reguliert, insbesondere spielt aber ein Netzwerk von Zellmembrankomponenten

und anderen Mechanismen eine Rolle, von denen viele auch in die Regulation von
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Zelladhasion und Polaritat involviert sind (Johnson & Halder, 2014; F. X. Yu & Guan, 2013).
Mehrere metabolische Regulatoren, Hormone und Wachstumsfaktoren agieren als
extrazellulare Signale durch verschiedene Klassen von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs), die wiederum die YAP/TAZ-Aktivitat induzieren oder unterdriicken kénnen (Totaro,
Panciera, & Piccolo, 2018). Studien an Drosophila haben aulRerdem die zwei
membranassoziierten Proteine Merlin  (Mer) und Expanded (Ex) dem Signalweg
zugeschrieben (Schulze et al., 2015). Beide Proteine enthalten FERM-Domanen, die mit dem
Zytoskelett und Membranproteinen interagieren, womit Mer und Ex wahrscheinlich Signale
von der Membran Ubermitteln kdnnen. Beide haben uberlappende Funktionen und
unterdriicken das Zellwachstum (Saucedo & Edgar, 2007). Auch fur diese regulatorischen
Elemente bestehen homologe Proteine bei Sdugetieren. Der am besten charakterisierte
Regulator in Saugetieren ist NF2/Mer (Pan, 2010). NF2 kodiert fir das Merlin-
Tumorsuppressorprotein, das Uber eine Modulation der LATS-Kinaseaktivitat den Hippo-
Signalweg  reguliert.  Wie  bereits erwdhnt, sind Mutationen von  Hippo-
Signhalwegskomponenten selten, eine Ausnahme davon ist NF2 (Johnson & Halder, 2014).
NF2 bildet einen Komplex mit LATS1/2 an der Plasmamembran und verbessert dadurch die
Phosphorylierung von LATS durch MST (Patel, Camargo, & Yimlamai, 2017). Damit fiihrt eine
Merlin-Expression zu einer zytoplasmatischen Translokation von YAP und zur Unterbrechung
der Transkription im Nukleus (Zhao et al., 2007). NF2 spielt aul3erdem eine wichtige Rolle in
der Kontaktinhibition, die durch Zelloberflachenrezeptoren wie CD44 oder Adherens-Junctions
vermittelt wird (Pan, 2010).

1.3.2 YAP als Effektor des Hippo-Signalwegs

Das YAP- oder YAP1-Gen ist auf dem humanen Chromosom 11q22 lokalisiert. YAP hat eine
molekulare Masse von 65 kDa. Das Protein besteht aus 488 Aminosauren und besitzt eine
Bindungsregion fir TEAD, zwei WW-Domanen, ein SH3-Bindungsmotiv, eine
Transkriptionsaktivierungsdomane und eine C-terminales PDZ-Bindungsmotiv. Die WW-
Doménen interagieren mit PPXY-Motiven von verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Liu et
al., 2018). YAP und TAZ sind die nukledren Effektoren des Hippo-Signalwegs. Dabei hat YAP
eine duale Funktion, indem es Zellproliferation fordert und Apoptose unterdriickt (Dong et al.,
2007; Overholtzer et al., 2006).

Die Funktionen von YAP werden durch multiple posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, Acetylierung und Methylierung moduliert (Guo et al.,, 2015). Die
Phosphorylierungsstellen regulieren die Position und Aktivitdt von YAP in der Zelle. Die am
besten erforschte Serin-Phosphorylierungsstelle ist Ser127. Wenn YAP an dieser Aminosaure
phosphoryliert wird, bindet es an das Gerustmolekil 14-3-3 und wird schlie3lich zum

Proteasom zur Degradierung transportiert (Patel et al., 2017). Der Hippo-Signalweg
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antagonisiert damit die nukledre YAP-Funktion durch eine Phosphorylierung an Ser127 durch
LATS wund férdert die zytoplasmatische Lokalisation (Dong et al., 2007). Der
Transkriptionskoaktivator TAZ ist in seiner Sequenz 45 % homolog zu YAP. Auch TAZ wird
negativ reguliert durch MST, aber im HCC sind die Level niedrig (Zhou et al., 2009). YAP und
TAZ haben redundante Rollen in der Leber und binden an die gleichen genomischen
Zielstrukturen (Patel et al., 2017).

YAP/TAZ enthalten keine intrinsische DNA-Bindungsdoméane, aber binden durch die
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren an die Promoter der Zielgene (F. X. Yu & Guan, 2013).
In proliferierenden Zellen bildet YAP ein Heterodimer mit TEAD-Transkriptionsfaktoren im
Nukleus und initiiert damit die promitotische Genexpression (H. Li et al., 2012). Die TEAD-
Transkriptionsfaktoren sind die primaren Bindungspartner von YAP. Diese sind assoziiert mit
anti-apoptotischen, pro-proliferativen und Stammzell-Genprogrammen. Neben den TEAD-
Proteinen kann YAP aber auch andere Transkriptionsfaktoren wie p73, PEBP2a und ErbB4
binden (Yimlamai, Fowl, & Camargo, 2015). TEAD-Transkriptionsfaktoren haben nur eine
minimale transkriptionelle Aktivitat und brauchen Koaktivatoren wie YAP, um die Expression
von Zielgenen zu induzieren. Die Interaktion mit TEAD wird wiederum bendétigt fur die nukleére
Retention von YAP. Die Zielgene wie CTGF, JAG1l und NOTCH2 sind involviert in
Zellwachstum, Proliferation und Homdéostase und damit auch wichtig fiir die Leberregeneration
(Huh, Kim, Jeong, & Park, 2019; Patel et al., 2017; Zhao et al., 2008).

Es gibt vielfaltige YAP/TAZ-Regulationsmechanismen unabh&ngig von der klassischen MST-
LATS-Kaskade, wie Mechanotransduktion, Rho-GTPasen, Inflammation und Metabolismus
(Totaro et al., 2018). YAP und TAZ werden unter anderem durch mechanische Signale wie
EZM-Steifheit, Zellform und Zytoskelettspannung reguliert (Zanconato, Cordenonsi, & Piccolo,
2016). Durch die enge Assoziation mit dem Aktinzytoskelett kann YAP Anderungen der
Zellspannung erfassen (Yimlamai et al., 2015). Angiomotin-Proteine agieren als mechanische
Mediatoren zwischen F-Aktin-Strukturen und YAP/TAZ (Totaro et al., 2018). In Zellen, die
durch eine steife EZM gedehnt werden, translozieren YAP/TAZ in den Nukleus und steigern
die transkriptionelle Aktivitat. Diese Regulation ist abhéngig von Rho-GTPasen und der
Spannung des Zytoskeletts. Die Aktivierung von YAP/TAZ durch eine steife EZM in
fibrotischen Geweben kann die Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen fordern.
Auch andere extrinsische Signale wie oxidativer Stress und Hypoxie steigern die YAP/TAZ-
Aktivitat und fordern die Tumorentstehung (Noguchi et al., 2018). Des Weiteren reguliert der
Zelldichtestatus die YAP-Lokalisation in der Zelle. Bei geringer Zelldichte ist YAP vor allem im
Nukleus lokalisiert, bei hoher Dichte transloziert YAP in das Zytoplasma (Zhao et al., 2007).
Der Zell-Zell-Kontakt von S&ugetierzellen in Kultur induziert die Phosphorylierung und

Inaktivierung von YAP, wahrend eine Uberexpression von YAP oder Inaktivierung von
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LATS/NF2 die Kontaktinhibition umgeht (Zhou et al., 2009). Eine epitheliale Architektur mit
Zell-Zell Verbindungen und apikal-basaler Polaritat ist damit ein starker YAP-Inhibitor (Totaro
et al., 2018).

YAP und TAZ werden fiir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz von embryonalen Stammzellen
bendtigt. Damit spielt YAP eine wichtige Rolle in der frihen Embryonalentwicklung. Das wird
bestétigt durch die Beobachtung, dass bei Mausen ein systemisches Ausschalten von YAP
letal ist und der Embryo die Entwicklung an Tag 8,5 anhalt (F. X. Yu & Guan, 2013). In der
Leber besitzen Gallengangszellen die hochsten YAP-Proteinlevel. Die YAP-Aktivitat ist
entscheidend fir die normale Gallengangsentwicklung. Leberspezifische YAP-Knock-out-
Mause werden mit hypoplastischen Gallengéngen geboren. Diese Mause entwickeln eine
Hepatitis und Fibrose aufgrund cholestatischer Leberschaden durch das unreife
Gallengangssystem (Yimlamai et al., 2015). YAP wird auRerdem ben¢tigt flr die Homdostase
der Leber. Ein Verlust von YAP in der Leber resultiert in Defekten im Uberleben der
Hepatozyten (N. Zhang et al., 2010). Eine Geweberegeneration involviert oft die Aktivierung
von Stammzellen und eine Progenitorzellexpansion. YAP und TAZ regulieren diese Balance
zwischen Stammzellen und differenzierten Zellen. Generell ist die YAP/TAZ-Aktivitat
verbunden mit Stamm- und Progenitorzellexpansion und Inhibition von Differenzierung. Ob
dies auch fur die Leber zutrifft, ist noch nicht abschlieend geklart (Johnson & Halder, 2014).
YAP ist auch ein wichtiger Regulator der Aktivierung von hepatischen Sternzellen (HSC) und
deren Differenzierung zu Myofibroblasten (Noguchi et al., 2018). Damit kann eine YAP/TAZ-
Aktivierung in der Leber Uber eine Aktivierung der HSC als Antwort auf einen chronischen
Leberschaden die hepatische Fibrose fordern. Aktiviertes YAP/TAZ steigert die EZM-
Ablagerung und damit die Gewebesteifheit, was den Fibroseprozess begiinstigt (Moon et al.,
2019). Zusatzlich kann YAP direkt die Expression der Glutaminsynthase steigern. Das bewirkt
einen Anstieg der Nukleotidbiosynthese, wodurch ein Nukleotidpool fir das YAP-vermittelte
Wachstum bereitgestellt wird (Patel et al., 2017).

Es sind zwei verschiedene Dysregulationsmechanismen von YAP bei malignen Tumoren
beschrieben. Zum einen kann YAP nukledr akkumulieren durch eine Inaktivierung des Hippo-
Signalwegs, Mutationen der Phosphorylierungsstelle und durch eine Stérung des nukleér-
zytoplasmatischen Transports. Zum anderen kann es durch Genamplifikation, erhdhte
Transkription oder Proteinstabilisierung zu einer Uberexpression von YAP ohne nukleare
Akkumulation kommen. Die Uberexpression von aktiviertem YAP fiihrt zu Organomegalie
gefolgt von Tumorformation. Eine Uberexpression kommt in einer Vielzahl humaner
Tumorzellen und primarer Tumoren vor (Dong et al., 2007; Pan, 2010).

Die Transformation von normalen in maligne Zellen durch eine YAP/TAZ-Deregulation umfasst

neben einer verbesserten Zellproliferation und einem verbesserten Zelliberleben den Erwerb
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eines  Malignom-Phanotyps mit  Expression von  Stammzellmarkern, EMT,
Medikamentenresistenz und Inhibition von Seneszenzprogrammen (Han et al., 2014; Johnson
& Halder, 2014). Die YAP-Uberexpression ist ein friihes Ereignis in der humanen
Lebertumorentstehung und ist entscheidend fur die klonale Expansion von Hepatozyten und
moglicherweise auch Ovalzellen (Perra et al., 2014; S. Zhang & Zhou, 2019).

Hepatozyten, die hohe YAP-Level exprimieren, dedifferenzieren und erwerben Eigenschaften
von hepatischen Progenitorzellen (Patel et al., 2017). Die Level des YAP-Proteins und der
MRNA sind in der Mehrheit der HCC-Gewebe erhoht verglichen mit nicht-tumorésem Gewebe
(Han et al., 2014). Weiterhin spielt die YAP-Uberexpression eine wichtige Rolle fir die
Doxorubicinresistenz im HCC. So resultiert eine Uberexpression von YAP in einer Resistenz
gegen Doxorubicin-induzierte Apoptose in HCC-Zelllinien, wahrend die Suppression der YAP-
Expression den gegenteiligen Effekt bewirkt und die Sensitivitét fir Doxorubicin steigert (Huo
et al., 2013). Auch auf das Tumormikromilieu hat YAP eine Wirkung. Die Aktivierung von YAP
in Mstl/2-Knock-out-Lebern erhéht die Produktion proinflammatorischer Zytokine, was die
Akkumulation von Tumor-assoziierten Makrophagen triggert und die Immunantwort gegen
veranderte Hepatozyten unterdriickt (S. Zhang & Zhou, 2019).
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1.4 CD44

CD44 ist ein transmembranéares Glykoprotein mit zahlreichen verschiedenen Funktionen. Das
humane CD44-Gen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 enthalt 20 Exons, die fur
verschiedene SpleiRvarianten genutzt werden (Borland, Ross, & Guy, 1998). Die CD44-
Standardform CD44s wird kodiert durch die konstanten Exons 1-5 und 16-20 und hat eine
molekulare Masse von 80-85 kDa. Alternatives Spleil3en ist die Grundlage fir die strukturelle
und funktionelle Vielfalt des Proteins. Die multiplen unterschiedlichen CD44v-Isoformen
entstehen durch eine Insertion der variablen Exons 6-15 an der extrazellularen Region. CD44s
ist auf den meisten Zellen exprimiert, wahrend CD44v-Isoformen hauptsachlich wahrend
Inflammationsprozessen oder auf Tumorzellen exprimiert werden (H. Xu et al., 2015). Die
variablen Isoformen aus den zehn konstanten Exons und einer Kombination der neun
variablen Exons haben zusétzliche Bindestellen, die die Interaktion von CD44 mit der
Mikroumgebung férdern (C. Chen, Zhao, Karnad, & Freeman, 2018). Das CD44-Protein
besteht aus drei funktionellen Domanen: einer extrazellularen Doméne, einer
transmembrandren und einer intrazellularen Doméne. Die ersten finf Exons kodieren fir einen
Teil des Proteins mit einer Ligandenbindungsstelle, hauptsachlich fir Hyaluronsaure (HA).
Andere Liganden sind u.a. die EZM-Komponenten Kollagen, Osteopontin, Integrin,
Fibronectin, Laminin und Matrixmetalloproteasen (Yan, Zuo, & Wei, 2015). Des Weiteren kann
CD44 auch Transmembrankomplexe mit Molekilen wie EGFR, ERBB2 und VEGFR bilden
(Birzele et al., 2015).

Die extrazellulare Doméane ist die variabelste Region des CD44-Molekils, wodurch die Affinitat
und Bindung beeinflusst wird. Die Inklusion der variablen Exons ist zum Teil auch abhéngig
von mitogenen oder onkogenen Signalen, die das alternative Splei3en regulieren (Yan et al.,
2015). Die CD44-Ektodomane kann mit Chondroitinsulfat oder Heparansulfat versehen
werden, wodurch CD44 Wachstumsfaktoren wie FGF, VEGF oder HGF binden kann. Der
kurze zytoplasmatische Teil von CD44 bindet Ankyrin, ERM-Proteine und Merlin (S. Misra et
al.,, 2011). Zusatzlich kann die intrazellulare Doméane auch direkt der Signaltransduktion
dienen, indem sie von der Membran abgespalten wird, in den Nukleus transloziert und dort als
Transkriptionsfaktor die Genexpression reguliert (Birzele et al., 2015; Yan et al., 2015). Die
transmembrandre Region unterstitzt die CD44-Oligomerisierung und Assoziation mit
extrazellularen Liganden und transmembranéren sowie zytoplasmatischen Molekilen (Z.
Wang et al., 2018).

Die Fahigkeit, Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) zu binden, ist eine wichtige
Funktion von CD44. Hyaluronsaure, ein Glykosaminoglykan, ist eine Hauptkomponente der
EZM in vielen Geweben und ein wichtiger Ligand von CD44 (Borland et al., 1998). Die
Signaltransduktion von CD44 kann Uber zwei verschiedene Mechanismen funktionieren. HA-

unabhangige Signaltransduktion beruht auf einer Interaktion der intrazellularen Doméane von
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CD44 mit Zytoskelettproteinen oder Membran-assoziierten Kinasen. Die Assoziation wird
haufig reguliert durch die Interaktion mit ERM-Proteinen, die die Verbindung mit dem
Zytoskelett einleiten. Die HA-abh&ngige Signalvermittiung funktioniert Gber zwei CD44-
Molekile, die sich vernetzen und damit wiederum anderen CD44-assoziierten Molekilen
erlauben, sich zu vernetzen (C. Chen et al., 2018; Jordan, Racine, Hennig, & Lokeshwar,
2015).

CD44 spielt eine entscheidende Rolle bei zellularem Verhalten wie Adhéasion, Migration,
Invasion und Uberleben (Cichy & Pure, 2003). Als Zelloberflachenrezeptor, der Zell-Zell- und
Zell-EZM-Interaktionen vermittelt, ist CD44 wichtig fur die physikalische und funktionelle
Interaktion zwischen Tumorzellen und deren Mikromilieu (Y. Xu, Stamenkovic, & Yu, 2010).
Mehrere Studien haben gezeigt, dass CD44 in vielen Tumorzellen sowie in nhormalen und
Krebsstammzellen hoch exprimiert ist (Fan et al., 2018; Y. Zhang et al., 2014). CD44 hat
vermutlich eine wichtige Bedeutung bei der adaptiven Plastizitat von Krebszellen und damit
auch bei epithelial-mesenchymaler bzw. mesenchymal-epithelialer Transition (EMT und MET).
Ein dynamischer Wechsel von CD44-Isoformen kdnnte durch die Regulation von EMT und
MET die Tumorformation und Metastasenbildung beeinflussen (C. Chen et al., 2018). CD44
fordert die EMT in mehreren Tumorentitaten wie auch in Lebermalignomen durch eine
Hochregulation von mesenchymalen Markern und Herunterregulation epithelialer Marker (H.
Xu et al., 2015). Inflammation und Tumore sind oft assoziiert mit proteolytischer Spaltung von
CD44, was in einem l6slichen extrazellularen CD44-Teil resultiert, der Zellmigration reguliert
und einem intrazellularen Teil, der in den Zellkern transloziert und dort die Transkription
verschiedener Gene fordert, einschlie3lich des CD44-Gens selbst (Nikitovic, Tzardi, Berdiaki,
Tsatsakis, & Tzanakakis, 2015).

In der Leber ist die CD44-Expression unter normalen Bedingungen auf Zellen myeloiden
Ursprungs beschrénkt, wie Kupfferzellen und Lymphozyten. Hepatozyten exprimieren
normalerweise kein CD44, aber wahrend der malignen Transformation in HCC-
Progenitorzellen wird CD44 hochreguliert und fungiert als CSC-Marker (Dhar et al., 2018).
CD44 spielt eine entscheidende Rolle in der Tumorinitierung und ermdglicht der
Signaltransduktion, sich Uber einen Proliferationsstopp bei DNA-Schadigungen
hinwegzusetzen. Dadurch wird die Balance in Richtung Uberleben und Proliferation
verschoben (Dhar et al., 2018). CD44 ist assoziiert mit Tumorzellinvasion und Migration und
die Expression ist verbunden mit vermehrtem Auftreten extrahepatischer Metastasen und
verkiirztem Uberleben (Ji & Wang, 2012). Auch eine Assoziation von CD44 mit einer erhdhten
Rate vaskularer Invasion, einem schlechteren histologischen Grading und mit dem Alter der
Patientinnen wurden berichtet (Fan et al., 2018). Damit deutet viel darauf hin, dass CD44 als

prognostischer Faktor im HCC genutzt werden kann. Auch in anderen Tumorentitdten kann
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CD44 einen prognostischen Faktor fur Tumorpatientinnen darstellen (H. Xu, Niu, Yuan, Wu, &
Liu, 2020).

CD44 kann durch eine Inhibition der YAP-Phosphorylierung YAP aktivieren und somit
entgegengesetzt zum Hippo-Signalweg wirken (S. Yu et al.,, 2015). Durch diese positive
Regulation des YAP-Proteinlevels kann CD44 die HCC-Progression fordern (J. Zhang et al.,
2021). Die Wirkung auf den Hippo-Signalweg tibt CD44 unter anderem durch die Interaktion
mit Merlin, einem ERM-verwandten tumorsuppressiven Protein aus (Morrison et al., 2001).
CD44 reguliert die Merlin-Phosphorylierung je nach Zelldichte und férdert die Expression von
YAP (Fan et al., 2018; Morrison et al., 2001). Wenn CD44 durch die HA-Bindung aktiviert wird,
wird Merlin phosphoryliert und dissoziiert von CD44. Nach der Dissoziation reguliert CD44 die
YAP-Expression moglicherweise tUber RhoA, was eine erhéhte Apoptoseresistenz zur Folge
hat (Z. Wang et al., 2018).

Die CD44-Expression korreliert in HCC-Gewebeproben positiv mit der YAP-Expression und
beide Proteine sind assoziiert mit einem jingeren Alter zum Diagnosezeitpunkt und einem
schlechten pathologischen Grading (Fan et al., 2018). Ein Knock-down von CD44 mittels
SiRNA fiihrt zu einer signifikanten Abnahme der YAP-Expression ohne Anderung der
Expression von MST1, LATS1 und P-LATSL1 in HepG2-Zellen. Der CD44-Knock-down fordert
die Apoptose und inhibiert Proliferation und Zellzyklusprogression. AulRerdem werden die
mMRNA-Transkriptionslevel von den bekanntesten YAP-Zielgenen CTGF und CYRG61 reduziert
(Y. Zhang et al., 2014). Das Ausschalten von CD44 resultiert aber nicht nur in niedrigerem
YAP-Gesamtprotein, sondern auch in einer Zunahme von Phospho-YAP im Verhéltnis zu
Gesamt-YAP und in zytoplasmatischer Translokation von YAP bei hoher Zelldichte (S. Yu et
al., 2015).
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1.5 RhoA

Die Familie der Rho-GTPasen sind wichtige intrazellulare Signalmolekile, die unter anderem
die Zytoskelettorganisation, Genexpression, Zellzyklusprogression und Zellbeweglichkeit
regulieren. Die Proteine wechseln zwischen der GTP-gebundenen aktiven und GDP-
gebundenen inaktiven Form (s. Abb. 2). Viele regulatorische Elemente nehmen Einfluss darauf
Uber GEFs. Diese aktivieren die Rho-Proteine durch die Freisetzung von GDP, wodurch GTP
binden kann. GAPs inaktivieren Rho-GTPasen Uber die Stimulation der Hydrolyse von GTP
(Shang et al., 2012).

RhoGEF
GDP GTP
e D e Y YAP / andere
\ Rh ) \ Rho —
S~ _(3___._-/ S~ g Signalwege
Rho-GDP Rho-GTP
(inaktiv) (aktiv)

RhoGAP

Abbildung 2: Regulation von Rho-GTPase-Proteinen, angelehnt an (Porter, Papaioannou, &
Malliri, 2016)

Rho-GTPasen spielen eine Schliisselrolle in der Integration von mechanischen Signalen in
nachgeschaltete intrazellulare Signale. Sie binden an viele Effektorproteine und spielen eine
zentrale Rolle in der Regulation des Zytoskeletts und der Genexpression. Dadurch
beeinflussen Rho-Proteine  Zellfunktionen wie  Adhasion, Polaritat, Invasion,
Zellzyklusprogression und Uberleben (Sadok & Marshall, 2014). Die Aktivierung von Rho-
GTPasen induziert die Phosphorylierung der ROCK-Kinase, die als Regulator und Aktivator
fur ERK1/2, NFKB, AKT und YAP wirkt (Tsubaki et al., 2021).

Zwar sind Rho-GTPasen in vielen Tumorentitdten Gberexprimiert oder Uberaktiviert, aber
somatische Mutationen von RhoA sind selten. Das weist den regulatorischen Mechanismen
von Rho-GTPasen eine besondere Rolle zu (Lin & Zheng, 2015). Rho-Proteine beeinflussen
die Karzinogenese durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und Regulation von
Genen, die die Zellzyklusprogression beeinflussen, Zellproliferation erhdhen und Apoptose
reduzieren. Zusatzlich zur Férderung der Karzinogenese tragen verdnderte Rho-GTPasen
auch durch eine Regulation von Zelladhasion, Motilitat, Metastasierung und Angiogenese zur

Krankheitsprogression bei (Smithers & Overduin, 2016).
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Ras homolog gene family member A (RhoA) ist ein kleines GTPase-Protein der Rho-Familie.
RhoA ist involviert in die Aktinorganisation, Myosinkontraktilitat, Zellzyklus-Aufrechterhaltung,
zellulare Polarisation und transkriptionelle Kontrolle (Bai et al., 2019). RhoA ist ein Onkogen,
das durch die Verstarkung von Zellproliferation, Angiogenese, Invasion und Metastasierung
die Tumorprogression induziert (Prieto-Dominguez, Parnell, & Teng, 2019). In der Literatur
wurde eine Uberexpression von RhoA in verschiedenen Tumoren im Vergleich zu normalem
Gewebe gefunden, was oft mit der Tumoraggressivitat korrelierte (Orgaz, Herraiz, & Sanz-
Moreno, 2014, Porter et al., 2016; Privat et al., 2020). RhoA ist in unterschiedlichen Tumoren
Uberexprimiert wie zum Beispiel beim Mammakarzinom, in Bronchialkarzinomen und im
malignen Melanom und korreliert auch mit der Metastasierungsrate (Tsubaki et al., 2021).
RhoA ist aul3erdem assoziiert mit einer GefaRinvasion, fortgeschrittenem pTNM-Stadium und
Progression bei Tumoren (Bai et al., 2019). Des Weiteren spielt RhoA auch eine Rolle in der
Metastasierung von HCC-Zellen (Lin & Zheng, 2015). Die mMRNA- und Proteinexpression von
RhoA ist signifikant hoher in HCC-Gewebe als in normalem Lebergewebe. Diese hohe RhoA-
Expression ist assoziiert mit einer schlechteren Prognose (Bai et al., 2019).

Die hohe Pravalenz einer Rho-GTPase-Uberexpression in humanen Tumoren spricht fur eine
Beteiligung dieser Proteine in der Karzinogenese und Tumorprogression. Auch CD44-
assoziierte Zytoskelettproteine und Tumorzell-spezifische Phanotypen sind abhéngig von
Rho-GTPase-Signalereignissen (Bourguignon, 2008). In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass CD44 die YAP-Expression Uber RhoA reguliert. Eine herunterregulierte CD44-
Expression konnte die gesamte RhoA- und RhoGEF-H1-Expression inhibieren, wahrend die
RhoGAP-Expression verstarkt wurde. Durch mehrere Studien gab es auf3erdem Hinweise
darauf, dass Rho-GTPasen Uber das Aktinzytoskelett die LATS-Kinase inhibieren und dartber
den Hippo-Signalweg modulieren kénnen. Auch eine Regulation unabhangig von LATS wurde
beschrieben (Johnson & Halder, 2014; Y. Zhang et al., 2014).
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1.6 Vordaten der Arbeitsgruppe

Der Retinoblastoma (RB)-Checkpoint ist ein anderer wichtiger Tumorsuppressorsignalweg,
der bei DNA-Schéaden und Telomerverkirzung die Proliferation hemmt. In tber 80 % der HCC-
Falle ist der RB-Signalweg gestort (El-Serag & Rudolph, 2007). Mutationen des RB-Gens
selbst sind selten, aber der RB-Signalweg ist in humanen HCCs oft schon friih funktionell
inaktiviert. Der Verlust der Funktion der Rb-Genfamilie in der Mauseleber fuhrt zu der
Expansion einer periportalen Zellpopulation, die Charakteristika von Ovalzellen aufweisen.
Innerhalb weniger Monate kommt es zu der Entwicklung von HCCs aus dieser Zellpopulation.
Reife Hepatozyten zeigen nur eine transiente DNA-Replikation und keine klonale Expansion.
Dieses Ergebnis spricht fir die Hypothese, dass HCCs abhéngig von den genetischen
Veranderungen nicht nur aus Hepatozyten, sondern auch aus Ovalzellen oder einer ihnen
ahnlichen periportalen Zellpopulation entstehen kénnen (Holczbauer et al., 2013; Viatour et
al., 2011).

In einem in unserem Labor etablierten HCC-Mausmodel (cTKO: Rb'®/°* p130'°x p1077)
werden die drei Gene Rb, p130 und p107 der Rb-Genfamilie inaktiviert, wodurch die Mause
Lebertumoren entwickeln, die histopathologisch dem humanen HCC entsprechen (Abb. 3A).
Mithilfe dieses Modells kann vier Wochen nach Ad-Cre-Injektion eine Proliferation periportaler
Zellen der Leber nachgewiesen werden, welche eine starke YAP- und CD44-Expression
zeigen (Abb. 3B). AuBerdem kann eine positive Korrelation der CD44-Proteinexpression mit
der relativen mRNA-Expression YAP-abhangiger Zielgene (Cyr61, Sppl) in TKO-Tumoren
gezeigt werden (Abb. 3C). Eine Korrelation der YAP- und CD44-Expression lasst sich auch in
anderen Mausmodellen fur das HCC nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Auf Basis dieser Ergebnisse erschien eine weitere Evaluation der Bedeutung einer moglichen

CD44/YAP-Signalachse in der HCC-Karzinogenese vielversprechend.
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Abbildung 3: Daten des TKO-Mausmodells

A: Schematische Darstellung der leberspezifischen Deletion der Rb-Genfamilie des TKO-
Modells.

B: Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen CD44 und YAP von TKO-Lebern
vier Wochen nach Ad-Cre-Injektion.

C: Quantifizierung relativer mRNA-Expression von YAP-abhangigen Zielgenen Cyr61 und
Sppl abhéngig von der CD44-Expression.

Aus HCC-Tumorzellen aus dem cTKO-Mausmodell wurden durch CRISPR/Cas9-vermittelte
Genmutation mehrere Cd44-mutierte Zelllinien generiert. Auf Proteinebene liel3 sich eine
verminderte Expression von CD44 nachweisen sowie eine Reduktion der YAP-Expression in
der Mehrzahl der mutierten Zelllinien (Abb. 4A). Entsprechend lie sich in den Zelllinien auch
eine verminderte Expression YAP-abhangiger Zielgene nachweisen (Daten nicht gezeigt)
sowie eine reduzierte Proliferation (Abb. 4B). Diese Daten zeigten eine CD44-abhangige
Reduktion der Proliferation von murinen HCC-Tumorzellen, die mit einer Reduktion der

YAP- Aktivitat korreliert.
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In Cd44-mutierten TKO-Zelllinien konnte aulRerdem eine Reduktion von RhoA nachgewiesen
werden. Eine Behandlung von priméaren und Cd44-mutierten TKO-Tumorzellen mit dem RhoA-
Inhibitor Rhosin zeigte eine deutliche Reduktion der Proliferation in den Kontroll-Zelllinien,
nicht jedoch in Cd44-mutierten Tumorzelllinien (Abb. 4C). Insgesamt weisen diese Ergebnisse
auf einen relevanten Einfluss von CD44 auf die Proliferation in TKO-Tumorzellen hin, der tber

eine RhoA-abhéangige Aktivierung von onkogenem YAP vermittelt wird.
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Abbildung 4: Daten der CRISPR-Cas9-mutierten TKO-Tumorzelllinien

A: Proteinnnachweis von CD44, YAP und Phospho-YAP mittels Western Blot der Cd44-
mutierten TKO-Zelllinien (verschiedene sgRNAs sg_Cd44 1, 2.1, 2.2 und 3 mit nicht
transfizierten Zellen und sg_non targeting als Kontrolle). a-Tubulin als Ladekontrolle.

B: Auswertung des Proliferationsassays von Cd44-mutierten TKO-Zellen (verschiedene
sgRNAs sg_Cd44_1, 2.1, 2.2 und 3) (*p<0,05, n.s.=nicht signifikant, n=3) und Ergebnis eines
Colony Formation-Assays der Cd44-mutierten Zelllinien jeweils mit Vergleich zur Kontrolle.
C: Auswertung des Proliferationsassays von Cd44-mutierten TKO-Zellen nach Rhosin-
Behandlung (*p<0.05, **p<0.01, n.s.=nicht signifikant, n=3).
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2 Ziele der Studie

Aus den Vordaten der Arbeitsgruppe ergeben sich Hinweise darauf, dass das Membranprotein
CD44, ein etablierter Tumorstammzellmarker, eine Aktivierung von YAP im HCC vermittelt.
Sowohl Daten eines in unserer Arbeitsgruppe etablierten HCC-Mausmodells sowie
Genexpressionsdaten humaner HCCs zeigen eine Korrelation der CD44-Expression mit der
Aktivierung von YAP-Zielgenen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll durch pharmakologische
Inhibition mit dem bereits in Studien genutzten CD44-Antikdrper IM7 die Rolle von CD44 in
der Kontrolle von YAP in murinen und humanen HCC-Zelllinien untersucht werden. Des
Weiteren ergaben sich Hinweise dafur, dass CD44 uber das GTPase-Protein RhoA eine
Aktivierung von YAP vermittelt (Y. Zhang et al., 2014). Deshalb soll mit dieser Arbeit auch ein
weiterer pharmakologischer Inhibitor (Rhosin), der auf Ebene von RhoA in die YAP-Regulation
eingreift, und sein Einfluss auf die YAP-Expression untersucht werden (s. Abb. 5).

Die Hypothese dieser Doktorarbeit ist, dass YAP unabhéangig von dem Hippo-Signalweg,
welcher klassischerweise die YAP-Expression reguliert und dadurch beispielsweise eine Rolle
spielt in der OrgangréRenregulation, durch CD44 und RhoA reguliert wird. Ziel der
Untersuchungen ist, neue Einblicke in die Mechanismen der YAP-Regulation in der
hepatischen Karzinogenese zu gewinnen und zur Identifikation neuer therapeutischer

Zielstrukturen im HCC beizutragen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Hippo-Signalwegs und mdéglicher YAP-Inhibitoren
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3 Materialien

3.1 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Gewebe Charakteristika
TKO2.1 Murines HCC Triple Knock-out der Rb-Genfamilie
(Rb, p130, p107) in der Leber
skHepl Humanes Adenokarzinom der Von einem 52-jahrigen mannlichen
Leber, endothelialer Ursprung Kaukasier (1971)
diskutiert
HepG2 Humanes Hepatoblastom/ HCC Von einem 15-jahrigen mannlichen
Kaukasier (1975)
HuH7 Humanes HCC Von einem 57-jahrigem mannlichen
Japaner mit einem gut differenzierten
HCC (etabliert 1982)
PLC/PRF/5 (Alexander) Hepatom-Zellen Von einem 24-jahrigen Afrikaner,
exprimiert Oberflachenantigen des
Hepatitis B-Virus (1976)
SNU-398 Pleomorphes HCC Von einer 41-jahrigen weiblichen
Asiatin, Infektion mit Hepatitis B-Virus
(1990)
Mahlavu Humanes HCC Von einer weiblichen Sidafrikanerin,

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien

3.2 Behandlung der Zellen

3.2.1 Antikérperbehandlung

Infektion mit Hepatitis B-Virus (1982)

Fir die Behandlung der Zellen wurde ein monoklonaler CD44-Antikérper und eine passende

IgG-Isotypkontrolle der Firma invitrogen von ThermoFisher eBioscience genutzt. Der IM7-

Antikorper reagiert mit allen Isoformen von CD44.

Host/ Speziesreaktivitat | Inhaltsstoffe

Isotype

IM7, Functional Ratte/ IgG2b, Mensch, Maus

Grade
#16-0441-82

kappa
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Kein Konservierungsmittel,
Endotoxin-Level: <0,001 ng/ug,
Antikorper-Konzentration:

1 mg/ml



Rat 1gG2b Ratte/ 1I9gG2b, Published: Maus,
kappa Isotype kappa Ratte

Control

(eB149/10H5)

#16-4031-81

Tabelle 3: Antikdrper zur Behandlung der Zellen

3.2.2 Weitere Behandlung
Doxorubicin, Hydrochloride
Cat #324380
Rho Inhibitor, Rhosin
CAS 1173671-63-0
Target: RhoGEF-Bindungsdomane

Tabelle 4. Weitere verwendete Therapeutika

3.3 Medien und Antibiotika
Dimethyl Sulfoxide
D2438- 50 ml
Gibco DMEM
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
REF 41965-039 500 ml
Gibco DPBS

Kein Konservierungsmittel,
Endotoxin-Level: <0,001 ng/ug,
Antikorper-Konzentration:

1 mg/ml

Calbiochem GmbH, Bad Soden am
Taunus, Deutschland
Calbiochem GmbH, Bad Soden am
Taunus, Deutschland

Sigma Life Science,
Deutschland

Life Technologies Limited,
Paisley, UK

Life Technologies Limited,

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Paisley, UK

REF 14190-094 500 ml

Gibco Fetal Bovine Serum, Qualified, Heat Inactivated Life Technologies Limited,
REF 10500-064 500 ml Paisley, UK

Gibco Penicillin Streptomycin
REF 15140-122 100 ml

Gibco RPMI 1640 Medium (1X)
REF 21875-034 500 ml

Gibco Trypsin-EDTA (0,25 %)
REF 25200-056

Life Technologies Corporation,
Grand Island, NY USA

Life Technologies Limited,
Paisley, UK

Life Technologies Limited,
Paisley, UK

Tabelle 5: Medien und Antibiotika fur die Zellkultivierung
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3.4 Verbrauchsmaterialien
100 Sterican Einmal-Injektions-Kantile Gr. 18
REF 4657683
Ethanol 70%
Alkopharm 70 Bruggemann
Aqua B. Braun Ecotainer
LOT 183458001
Countess cell counting chamber slides
C10283
CryoPure Gefal3 1,6 ml weild
REF 72.380
Demineralisiertes Wasser
Art.Nr. DEMW-10000-1
Immobilon- FL Membrane
CAT.NO: IPFL00010, Pore Size: 0,45 um
Injekt 10 ml Spritze
REF 4606108V

Latex Powder-Free Examination Gloves

Nitrile, Powder-Free Medical Examination Gloves
MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate with
Barcode (0,1 ml)

REF 4346906

MicroAmp Optical Adhesive Film

Multimark 1523 permanent

Multiply-pStrip Pro 8er-Kette

REF 72.991.002

Objekttrager Menzel Glaser Superfrost Plus
REF J1800AMNZ

Parafim® M Verschlussfolie

Pipette 5 ml, steril (REF 606180)

Pipette 10 ml, steril (REF 607180)
Pipette 25 ml, steril (REF 760180)
Pipette 50 ml, steril (REF 768180)
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B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Pharma Aldenhoven GmbH & Co.
KG, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Invitrogen, OR, USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Liquid Production GmbH, Flintsbach
am Inn, Deutschland
Merck Millipore Ltd., Irland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Microtouch, Ansell, Yarra City,
Australia

Abena, Aabenraa, Danemark
Applied Biosystems by life
technologies, USA

Applied Biosystems by life
technologies, USA

Faber Castell, Deutschland
Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Thermo Scientific, USA (country of

origin)

Bemis Company, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland



Pipettenspitze 1000 pl, 200 pl

Pipettenspitze mit Filter 2000 pl, 100 pl

Pipettenspitzen 10 pl

Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere 10 pl

Research plus Pipetten

1000 pl, 100 pl, 10 pl

Rohrchen 15 ml (REF 188271)
Rohrchen 50 ml (REF 227261)
SafeSeal Reagiergefalie

1,5 ml (REF 72.706)

2 ml (REF 72.72.695.500)
Schlauchfolie

#5106555

TC-Platte 96 Well (REF 83.3924)
TC-Platte 12 Well (REF 83.3921)
TC-Platte 6 Well (REF 83.3920)
Tissue Culture Coverslips 13 mm
No0.83.1840.002

Whatman 3MM CHR

CAT No. 3030917
Zellkulturschale 100x20 mm
REF 353003

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

3.5 Reagenzien
0,5 MEDTA pH 8,0
REF AM9260G
2-Propanol >99,8 %
Art.-Nr. 6752.3
Vectastain® ABC Kit

Albumin Fraktion V
Art.-Nr. 8076.4
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Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Biozym Scientific, Oldendorf,
Deutschland

Labsolute, Th. Geyer, Renningen,
Deutschland

Labsolute, Renningen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Cellstar, greiner bio-one,
Frickenhausen, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Omnilab, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, USA

GE Healthcare UK Limited, UK

Falcon, A Corning Brand, Durham,
USA

Invitrogen by Thermo Fisher, Vilnius,
Litauen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland



Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (RPN2232)
Ammoniumperoxodisulfat >98 %
Art.-Nr. 9592.3

Antigen Unmasking Solution (Citric acid based)

REF H-3300

Collagen I, Rat Tail 3 mg/ml
REF A10483-01

Complete, EDTA-free Protease inhibitor
cocktail tablets

REF 11873580001
Dimethylsulfoxid Rotipuran
Art.-Nr. 4720.1

EGTA

E4378- 100G

Essigsaure 100 %

Art.-Nr. 6755.1

Ethanol Rotipuran

Art.-Nr. 9065.3

Glycin Pufferan >99,9 %, p.a.
Art.-Nr. 3908.3

Goat Serum G9663

Hamatoxylin

HEPES Pufferan >99,5 %
Art.-Nr. 9105.3
Kaliumchlorid (KCI)

Lammli SDS-Probenpuffer, 6x

Methanol >99,9 %, Blotting-Grade
Art.-Nr. 0082.3

N,N,N‘,N‘- Tetramethylethylenediamine
(TEMED) T9281

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Art.-Nr. P029.2
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GE Healthcare, UK

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA

Gibco, Life Technologies Corporation,
NY, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Life Science, USA

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland



Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder
Prod. #26619
Pertex Eindeckmedium

PhosStop Phosphatasehemmer

Cat. No. 04 906 845 001

Pierce ECL Western Blotting Substrate
REF 32209

Pierce RIPA Buffer

REF 89900

PowerSYBR Green PCR Master Mix

Rotifair TBS 7,6
Art.-Nr. 1244.2

Roti-Histol (Histoclear)

Roti-Histofix 4 % - phosphatgepufferte
Formaldehydlésung 4 %
Art.-Nr. P087.3

Rotiphorese NF-Acrylamid/ Bis-Ldsung 30 %

SDS Pellets >99 %
Art.-Nr. CN30.3
SignalStain® Ab Diluent

Skim Milk Powder for blotting

42590.01 5009

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 98 %
M2128-1G

TRIS Pufferan >99,9 %, Ultra Qualitat
Art.-Nr. 5429.2

Triton X-100

Trypan Blue stain 0.4 %
REF T10282

TWEEN 20
P1379-500ml
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Invitrogen by Thermo Fisher, Vilnius,
Litauen
Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Life Technologies LTD, UK

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Cell Signaling Technology, USA

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, MO, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Invitrogen, Life Technologies
Corporation, OR, USA
Sigma-Aldrich, Frankreich



Vectashield HardSet Antifade Mounting

Medium With DAPI
REF H-1500

Wasserstoffperoxid 30 % Rotipuran

Tabelle 7: Reagenzien

Vector Laboratories, Inc., CA, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

3.6 Selbst hergestellte Losungen und Puffer

Blockingldsung Immunfluoreszenz

Blockingldsung Immunhistochemie

Blockingldsung Western Blot
Laufpuffer Western Blot

Puffer A (Nukle&re Extraktion)

Puffer C (Nukleare Extraktion)

Sammelgelpuffer Western Blot
Strippinglésung
TBS 10fach

TBS-T
Transferpuffer Western Blot
Trenngelpuffer Western Blot

Tabelle 8: Lésungen und Puffer

3.7 Antikorper

Primarantikorper

Anti-CD44 antibody ab15107

5 % Goat Serum, 1 % BSA, gelostin PBS

5 % Goat Serum, 10 % Avidin, geldst in PBS
5 % oder 10 % Skim Milk, gel6st in TBS-T
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM KCl,
0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA

20 mM Hepes pH 7,9, 0,4 M NacCl,
1 mMEDTA, 1 mM EGTA

0,5 M TrisHCI pH 6,8

25 mM Glycin-HCI pH 2,0, 1 % SDS

87,66 g NaCl, 4,24 g Tris, 26 g Tris-HCI,
mit ddH20 auf 1 | auffillen
11TBS 1fach, 2 ml TWEEN 20

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

1,5 M TrisHCI, pH 8,8

Hersteller

Abcam, UK

CD44 Antikorper (Klon 156-3C11)

YAP Antibody #4912

YAP Antibody D8X1X Rabbit mAb #14074
Phospho-YAP (Ser127) Antibody #4911

Cell Signaling, USA
Cell Signaling, USA
Cell Signaling, USA
Cell Signaling, USA
Monoclonal Anti-alpha-Tubulin, clone DM1A Sigma-Aldrich, USA
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HSP 90 (F-8): sc-13119 Santa Cruz Biotechnology,

Inc., USA
Lamin A/C Antikorper Santa Cruz Biotechnology,
Inc., USA
Sekundarantikdrper
Biotinylated Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA
Biotinylated Goat anti-Mouse I1gG (H+L) Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit Life Technologies Corporation,
REF A11034 USA

Tabelle 9: Antikorper

3.8 Humane Primer fir quantitative real-time PCR
Die Sequenzen der Primer wurden Uber die Roche Universal Probe Library ausgewahlt und
von Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Sie wurden mit destilliertem
Wasser auf eine Endkonzentration von 10 pM verdinnt.

Gen Primer Name Sequenz (5° - 3Y)

Angiomotin like 2 (AMOTL2), h _AMOTL2_F (20)  TGGGGAAGAACTGGACAGAG

transcript variant 1 h_AMOTL2_R (19) ACACAGCTGCCTGGACAAT
Ankyrin Repeat Domain 1 h_ANKRD1 F (21) GATCGAATTCCGTGATATGCT
(ANKRD1) h_ANKRD1 R (20) AAACATCCAGGTTTCCTCCA
Connective tissue growth h CTGF_F (20) CTCCTGCAGGCTAGAGAAGC
factor (CTGF) h_CTGF_R (21) GATGCACTTTTTGCCCTTCTT
Cysteine rich angiogenic h_CYR61 F (20) AAGAAACCCGGATTTGTGAG
inducer 61 (CYR61) h_CYR61_R (19) GCTGCATTTCTTGCCCTTT
Glycerinaldehyd-3-phosphat- h_GAPDH_F (22) ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG
Dehydrogenase (GAPDH) h_GAPDH_R (19) GCCATCACGCCACAGTTTC
Insulin like growth factor h_IGFBP3_F (18) AACGCTAGTGCCGTCAGC
binding protein 3 IGFBP3)  h_IGFBP3_R (19) CGGTCTTCCTCCGACTCAC

Tabelle 10: Humane Primer fur gPCR

3.9 Technische Gerate und Kits
Autoklav 2549 EL Tuttnauer Europe B.V., Breda,

Niederlande
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Avidin/Biotin Blocking Kit
REF SP-2001

Bio-Rad Molecular Imager ChemiDoc XRS+
Corning Stripettor Ultra Pipet Controller
Countess Il automatischer Zellzahler

DAB (3,3’-diaminobenzidine) Peroxidase

Substrat Kit

EcoVac Vakuumpumpe

Forma 900 Series Upright Ultra-Low
Temperature Freezers (-80°C)
FS 3604 Folienschweil3gerat

Glasware, Schott Duran

Sicherheitswerkbank
HERA safe KS 18 Klasse I
Heraeus CO:; Inkubator BB15

Heraeus Instruments kelvitron t Inkubator

Mastercycler nexus gradient
Katalog-Nr. 6331000017

Maxwell 16 LEV simply RNA Tissue Kit
REF AS1280

Maxwell® 16 Instrument (AS2000)

Mikroskop Axiovert 200M

Mikroskop Axiovert 40 CFL

Mikroskopkamera AxioCam MRm

Mini-PROTEAN® Tetra Cell,

Mini Trans-Blot® Module,

and PowerPac™ Basic Power Supply
#1658033

Multiskan FC Version 1.00.96
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Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Corning, NY, USA
Invitrogen, Life Technologies, USA

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA

Schuett-biotec GmbH, Goppingen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Severin Elektrogerate GmbH,
Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland

Thermo Electron Corporation, USA

Thermo Scientific (Austria) GmbH,
Wien, Osterreich
Thermo Fisher, MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

Carl Zeiss, Fisher Scientific,
Deutschland

Carl Zeiss, Fisher Scientific,
Deutschland

Carl Zeiss, Fisher Scientific,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Thermo Scientific, MA USA



Nano Drop 2000 Spektralphotometer Thermo Scientific, MA, USA

neolLab Mini-Zentrifuge Spectrafuge 3-1810 neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

PC-410D Stirrer with Digital Display Corning, NY, USA

No. 07770151

pH-Meter 521 WTW Wissenschaftlich-Technische

Werkstatten GmbH, Weilheim,
Deutschland

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL

Prod #23227 USA

Pipettierhelfer accu-jet pro Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Prazisionswaage PCB, 2.5 kg Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, Deutschland

ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit New England Biolabs, MA, USA

E6560L

Shaker DRS-12 neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg, Deutschland

StepOnePlus Real-Time PCR System Applied Biosystems by life

Katalog-Nr. 4376600 technologies, USA

Thermomixer Comfort mit 2 ml Thermoblock Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., NY, USA

Zentrifuge 5424 R, 5702 R und 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 11: Gerate und Kits

3.10 Software

Programm Herkunft

AxioVision 4.8 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Image Lab 6.0.1 Software Bio-Rad Laboratories, USA

NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific, MA, USA

StepOnePlus Software v2.3 Thermo Fisher Scientific, MA, USA
GraphPad Prism 5 La Jolla, CA, USA

ImageJ Wayne Rasband, Public Domain

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA
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Affinity Designer Serif, Nottingham, UK
ImageScope x64 Aperio Software, UK

Tabelle 12: Softwareprogramme
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4 Methoden
41 Zellkultur

4.1.1 Allgemeine Methoden zur Kultivierung

Die Zelllinien TKO2.1, HepG2 und SNU-398 wurden in einer 100 mm-Zellkulturplatte mit
RPMI-Medium kultiviert. Fur die Zelllinien HuH7, PLC5 und Mahlavu wurde DMEM-Medium
verwendet. Die Zellkulturmedien wurden dabei vor Gebrauch mit je 50 ml FBS (10 %) und 5 ml
Penicillin-Streptomycin (1 %) versetzt. Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C
und 5 % CO, mit 100 % Luftfeuchtigkeit. Das weitere Vorgehen, wie die Handhabung und das
Auftauen gefrorener Zellen, das Subkultivieren und die Kryokonservierung, erfolgte nach
Vorgaben der Produktblatter der einzelnen verwendeten Zelllinien.

4.1.2 Ganzzellextrakte

Zur Herstellung von Ganzzellextrakten wurden die Zellen zundchst mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen und danach mit Trypsin-EDTA (0,25 %) vom Boden der
Zellkulturplatten (6-Well-Platten) geldst. Das Trypsin wurde mit komplettem Zellkulturmedium
(10 % FBS, 1% PenStrep) inaktiviert und die Flissigkeit in ein Zentrifugenrohrchen bzw.
Eppendorf-Gefal3 transferiert. Dieses wurde fir 5 Minuten bei 0,5 rcf zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 1 ml PBS aufgeldst, um es erneut mit
gleichen Einstellungen zu zentrifugieren. Anschlieend wurde das PBS abgesaugt und das

entstandene Pellet bis zum Transfer in einen -80 °C-Gefrierschrank auf Eis gelagert.

4.1.3 Nukleare Zellextrakte

Fir die nukledre Extraktion der Proteine aus den Zelllinien wurden diese mit kaltem PBS
gewaschen und mit Trypsin von der 6-Well-Zellkulturplatte geldst. AnschlieRend wurden die
Zellen in kalter PBS-L6sung aufgenommen und in ein Zentrifugenréhrchen tberflhrt, worin sie
10 Minuten bei 4 °C und 1100 rpm zentrifugiert wurden. Dann wurde das Zellpellet mit 1 ml
kaltem PBS in ein 1,5ml Eppendorf-Gefal3 Uberfiihrt und darin nochmals bei 4 °C fir
2 Minuten mit 1600 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
400 pl Puffer A mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren aufgenommen und resuspendiert.
Die Proben wurden in dieser Losung fir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die
Zellen durch wiederholte Aspiration mit einer 26G-Nadel mechanisch aufgeschlossen. Durch
Zentrifugieren bei 4 °C und 6800 rpm fir 2 Minuten wurden die Zellkerne pelletiert und der
Uberstand in ein neues Eppendorf-GefaR uberfuhrt. Dieser wurde erneut zentrifugiert (mit
14.000 rpm fiir 20 Minuten bei 4 °C) und der neu entstandene Uberstand (entspricht der
zytoplasmatischen Proteinfraktion) in einem neuen Gefall in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Das Kernpellet wurde zweimal mit 400 ul Puffer A gewaschen und danach in
60 ul Puffer C (mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren) aufgenommen. Diese Suspension
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wurde 60 Minuten auf dem Schuttler im Kihlraum eluiert und dann bei 4 °C fur 20 Minuten bei
14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand entspricht der nukledren Proteinfraktion und wurde in
ein neues Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt, das wieder in flissigem Stickstoff schockgefroren
wurde. AnschlieBend wurden beide Proteinfraktionen bei -80 °C bis zur weiteren Bearbeitung
gelagert.

4.1.4 Behandlung der Zellen fir den Proteinnachweis mittels Western Blot

Die Behandlung mit dem monoklonalen CD44-Antikérper IM7 und der dazugehoérigen
Isotypkontrolle erfolgte mit einer Vorinkubation von 30 Minuten (in Zellkulturmedium mit 0,1 %
FBS) mit einer Dosis von 200 pg/ml mit einer darauffolgenden Verdinnung im Verhaltnis von
1:10. AnschlieRend wurden die Zellen auf einer 6-Well-Zellkulturplatte ausgesét und nach
24 h, 48 h und 72 h wurden die Zellpellets fir Ganzzellextrakte hergestellt.

Fur die Rhosin-Behandlung wurden die Zelllinien zunéchst in 6-Well-Zellkulturplatten
ausgeséat. Nach 24 h erfolgte dann die Behandlung mit 60 uM Rhosin und gleichem Volumen
DMSO als Kontrollbehandlung. Nach verschiedenen Behandlungszeitpunkten (3-48 h) wurden
Zellpellets fur die Proteindetektion gewonnen (s.o.).

4.2 MTT-Proliferationsassay
4.2.1 Allgemeines Vorgehen

Die verwendeten Zellen wurden mit Trypsin von einer 100 mm-Zellkulturplatte gel6st, mit
Medium resuspendiert und dann in ein Zentrifugenréhrchen transferiert. Fur die Zellzéhlung
wurden je 10 pl pro Zellreihe entnommen und 1:1 mit 10 pl Trypanblau gemischt fir die
Zahlkammer des Countess-Zahlgerates von invitrogen. Die Zellen wurden anschlie3end mit
unterschiedlichen Zelldichten auf Standard 96-Well-Platten ausgesét.

Nach verschiedenen Inkubationszeiten wurden 10 pl des MTT-Reagens pro Well
hinzugegeben und nochmals fir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Dann wurde das Medium
abgesaugt und je 200 pl einer Lésung aus DMSO und reinem Ethanol (1:1) pro Well
hineingegeben. Die Zellkulturplatte wurde mit dieser Loésung 15-20 Minuten bei
Raumtemperatur geschuittelt und anschlie@end die Absorption mittels Multiskan FC
Mikrotiterplatten-Photometer von ThermoScientific bei einer Wellenlange von 595 nm
gemessen. Die Auswertung der Absorptionswerte erfolgte mit Excel und die graphische

Darstellung der Quantifizierung mittels GraphPad Prism.

4.2.2 Antikdrperbehandlung

Fir die Behandlung mit dem CD44-Antikérper IM7 und der korrespondierenden Isotypkontrolle

wurden je nach Zelllinie unterschiedliche Zellzahlen in einem Eppendorf-Gefalz mit

serumfreiem, serumreduziertem oder kompletten Zellkulturmedium bei 37 °C prainkubiert.
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Dabei wurde das Gefal3 in 10-minltigen Abstéanden leicht bewegt, damit die Zellen sich nicht
absetzen. Zur Optimierung der Antikdrperbehandlung wurde diese Prdinkubation neben der
Verwendung von verschiedenen Medien auch in ihrer Dauer variiert. So wurden die Zelllinien
mindestens 30 Minuten bis zu maximal 4 Stunden mit  verschiedenen
Antikorperkonzentrationen von 5 pg/ml bis 200 pg/ml vorinkubiert.

AnschlieRend wurde die Zellsuspension 1:10 verdinnt mit Standardmedium (10 % FBS, 1 %
PenStrep). Von dieser Losung wurden Triplikate mit je 100 pl pro Well auf eine 96-Well-
Zellkulturplatte pipettiert und die Platte wurde bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

4.2.3 Behandlung mit Doxorubicin

Bei der Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Doxorubicin wurden die Zellen in einer
Dichte von 10.000-20.000 Zellen pro Well ausgesat. Nach 24 h Inkubation bei
Standardzellkultur-Bedingungen wurde das Medium abgesaugt und Zellkulturmedium mit
0,5 pl Doxorubicin in verschiedenen Konzentrationen bzw. 0,5yl DMSO zu den Zellen
pipettiert. Nach weiteren 48 h bzw. 72 h wurde das MTT-Reagens hinzugefigt und die
Absorptionswerte der Platten gemessen und ausgewertet. Fir die Kombinationstherapie der
Antikdrper mit Doxorubicin wurden die Zellen zuerst fir 30 Minuten mit 200 pug/ml IM7 oder
IgG-Isotypkontrolle bei 37 °C prainkubiert, danach auf 96-Well-Zellkulturplatten ausgeséat und
nach weiteren 5h wurde Doxorubicin (10 pM) bzw. DMSO hinzugefugt. Die Auswertung
erfolgte nach 48 h und 72 h der Kombinationsbehandlung.

4.2.4 Behandlung mit Rhosin

Fur die Behandlung mit dem RhoA-Inhibitor Rhosin wurden die Zellen in einer Dichte von
5.000-10.000 Zellen pro Well auf einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat und 24 h bei
Standardzellkultur-Bedingungen inkubiert. Danach wurde das Medium abgesaugt und
Zellkulturmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen von Rhosin (10-100 pM) bzw.
unterschiedlichen Mengen DMSO hinzugefligt. Nach weiteren 48 h und 72 h wurden die

Absorptionswerte gemessen.

4.2.5 Adhasionsassay

Zur Durchfuhrung eines Adhéasionsassays wurden zunachst die 96-Well-Zellkulturplatten
beschichtet. Dies erfolgte mit einer Losung aus 100 pl Kollagen Typlin 0,02 M Essigsaure mit
einer Konzentration von 50 pg/ml Giber Nacht unter der Zellkulturbank. Am nachsten Morgen
wurde die restliche Flussigkeit abgesaugt und alle beschichteten Wells dreimal mit PBS

gewaschen. Anschlie3end wurde die Platte luftgetrocknet und die Zellen darauf ausgesat.
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Um eine Konfluenz zum Zeitpunkt der Aussaat zu vermeiden, wurden die Zellen am Vortag
subkultiviert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen trypsiniert, gez&hlt und die bendstigte
Zellmenge zentrifugiert und mit Zellkulturmedium (0,1 % FBS) resuspendiert.

Fir die Behandlung mit IM7 bzw. 1gG (200 pg/ml) und Rhosin (60 pM) erfolgte jeweils eine
Prainkubation fir 30 Minuten in Zellkulturmedium mit 0,1 % FBS bei 37 °C. Die Zellen wurden
danach ausgesét und die Platte fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um nicht-adharente Zellen
zu entfernen, wurde dreimal mit Medium gewaschen. Zuletzt wurde komplettes
Zellkulturmedium auf die verbliebenen Zellen gegeben und die Platte fir 24 h bei Standard-
Zellkulturbedingungen inkubiert. AnschlieRend wurden mikroskopische Bilder der Zellen
aufgenommen und ein MTT-Assay (s.0.) durchgefihrt.

4.3 Proteindetektion mittels Western Blot

4.3.1 Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung

Zur Proteinextraktion aus den bei -80 °C gelagerten Zellpellets wurden diese auf Eis je nach
Grol3e der Pellets mit 50-200 pl RIPA-Puffer mit 1:25 Protease- und Phosphatase-Inhibitor
gelost. Fur die Homogenisierung wurden die Proben iber insgesamt 20 Minuten in 5-
minutigen Abstanden gevortext und auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben fir
10 Minuten bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet. Aus
diesem wurden 7 ul verwendet zur Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe des Pierce
BCA Protein Assay Kits. Gemessen wurde die Konzentration bei 570 nm im Multiskan FC
Mikrotiterplatten-Photometer (ThermoScientific).

Je nach Proteinkonzentration der Proben wurden sie verdiinnt mit RIPA-Lysepuffer und es

wurde Lammli-Puffer hinzugefiigt.

4.3.2 Herstellung der Polyacrylamidgele
Trenngel 10 % Trenngel 12,5% | Sammelgel

Acrylamide 30 % 3,3 ml 4.3 ml 1,6 ml
TRISpH8.815M 2,5 ml 2,5ml -
TRISpH6.80,5M - 1,3 ml
SDS 10 % 100 pl 100 pl 100 pl
APS 10 % 50 pl 50 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
ddH20 4.0 ml 3,0 ml 6,9 ml

Tabelle 13: Polyacrylamidgel-Herstellung
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4.3.3 Proteinnachweis

Die Beladung der Polyacrylamidgele erfolgte mit 20-30 pl der Proben und 10 pl Marker. Leere
Taschen und das restliche Volumen der Markertasche wurden mit einfachem Lammli-Puffer
aufgefullt, um ein gleiches Volumen in allen Taschen zu erreichen. Vor der Beladung wurden
die Proben und der Lammli-Puffer fir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht und kurz zentrifugiert.
Die Auftrennung der Proteine innerhalb des Gels erfolgte bei konstanter Spannung (zu Beginn
70-80 V, spater 100-110V) in einer Elektrophoresekammer mit Laufpuffer. Anschlie3end
wurden die Proteine in einer weiteren Kammer fir 2 Stunden bei 400 mA und mittels
Transferpuffer auf eine Transfermembran Ubertragen. Danach wurde die Membran fir eine
Stunde bei Raumtemperatur in einer Blockinglosung (5 % bzw 10 % Trockenmilchpulver in
TBS-T) inkubiert zur Vermeidung unspezifischer Antikérperbindungen. Nach der Inkubation
wurde die Blockingldsung mit TBS-T abgespult und die Membranen mit verschiedenen

Primarantikorperldsungen Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Primarantikorper Verdiinnung Sekundarantikérper

Anti-CD44 antibody ab15107 1:2000 in 5 % Skim Milk Anti-Rabbit 1:5000 in

5 % Skim Milk
YAP antibody D8X1X rabbit 1:1000 in 5 % BSA-TBS-T | Anti-Rabbit 1:5000 in
mADb #14074 5 % Skim Milk
Phospho-YAP (Ser127) 1:1000 in 5 % BSA-TBS-T | Anti-Rabbit 1:5000 in
Antibody #4911 5 % Skim Milk
Monoclonal Anti-alpha- 1:1000 in 5 % Skim Milk Anti-Mouse 1:5000 in
Tubulin, clone DM1A 5 % Skim Milk
Anti-HSP90 1:200 in 5 % Skim Milk Anti-Mouse 1:5000 in

5 % Skim Milk
Anti-Lamin A/C 1:1000 in 5 % Skim Milk Anti-Rabbit 1:5000 in

5 % Skim Milk

Tabelle 14: Verwendung der Primé&rantikdrper fir Western Blots

Am né&chsten Tag wurde die Membran zuerst dreimal fir 15 Minuten mit TBS-T gewaschen.
Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation der Membran mit der Sekundarantikérperlésung
fur eine Stunde lichtgeschitzt bei Raumtemperatur. Anschlie3end wurde nochmals dreimal fur
15 Minuten lichtgeschitzt mit TBS-T gewaschen. Fir die Detektion der Proteinbanden wurde
die Membran lichtgeschitzt eine Minute mit ECL-L6ésung bzw. 5 Minuten mit ECL Prime-
Losung inkubiert. Danach wurden mittels Bio-Rad Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Bilder
der Proteinbanden aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ und Excel zur
Quantifizierung der Banden. Fir die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde GraphPad

Prism verwendet.
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4.4 YAP Immunfluoreszenz-Farbung

Fur die Immunfluoresenzfarbung wurden die Zelllinien zuerst in unterschiedlichen Dichten in
einer 12-Well-Zellkulturplatte auf einem Glas-Coverslip ausgesat. Nach 24 h erfolgte die
Behandlung mit dem CD44-Antikdrper IM7 (200 pg/ml) und dem RhoA-Inhibitor Rhosin
(60 uM) und den dazugehdrigen Kontrollen. Nach bestimmten Inkubationszeitpunkten wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurden sie
20 Minuten bei Raumtemperatur in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und nochmals dreimal
mit PBS gewaschen. Fur die Farbung wurden im ersten Schritt die Zellmembranen mit 0,4 %
Triton-X in PBS fur 20 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Im nachsten Schritt wurde
wiederum dreimal mit PBS gewaschen und anschlie@end zur Reduktion der
Hintergrundfluoreszenz mit 50 mM Glycin in PBS fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurde nochmals dreimal mit PBS gewaschen.

Nun wurden die Coverslips vorsichtig aus der 12-Well-Zellkulturplatte herausgenommen und
in eine grol3e, mit Parafilm ausgekleidete Zellkulturplatte transferiert. Die Coverslips wurden in
der Platte fir 1 h mit 5 % Goat Serum-PBS-T geblockt und danach mit dem primaren YAP-
Antikdrper D8H1X zunéchst fir 1 h bei 37 °C und anschlief3end tber Nacht bei 4 °C in einem
feuchten Milieu inkubiert.

Am nachsten Tag wurde zunéchst finfmal mit PBS gewaschen, indem jeweils 100 ul des PBS
auf ein Coverslip gegeben und wieder abgesaugt wurden. Dann wurde die einstlindige
Inkubation mit dem sekundaren Fluoreszenz-Antikdrper (Rabbit 488 in 5 % Goat Serum-PBS-
T) gestartet. Es wurde nochmals fiinfmal gewaschen, bevor die Coverslips mit je einem
Tropfen Vectashield+DAPI auf einen Objekttrager gelegt wurden. Nach einer Stunde wurden
die Coverslips mit Nagellack umrahmt und damit versiegelt, um Austrocknung zu vermeiden.
Die Objekitrager wurden bei 4 °C mindestens Uber Nacht aufbewahrt und an den
darauffolgenden Tagen wurden mittels Fluoreszenzmikroskop Bilder aufgenommen.

Die Auswertung erfolgte Uber Zellz&hlungen der aufgenommenen Mikroskopbilder mit 40-
facher VergroRerung. Bei der Z&ahlung wurden die Zellen fir die Auswertung in drei
verschiedene Gruppen eingeteilt: eine Gruppe mit YAP-Expression betont im Zellkern, eine
Gruppe mit YAP-Farbung gleichermalRen in Kern und Zytoplasma und eine Gruppe mit
Uberwiegend zytoplasmatischem YAP. In der grafischen Darstellung wurden die beiden letzten
Gruppen zusammengefasst als eine Gruppe mit hoher zytoplasmatischer YAP-Expression.

Zellen mit Mitosefiguren wurden bei der Zahlung nicht beriicksichtigt.

45 |solation und Detektion von Ribonukleinsduren

4.5.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese
Die Behandlung der Zellen mit Rhosin sowie die Gewinnung von Ganzzellextrakten erfolgte

analog zur Behandlung fir den Proteinnachweis mittels Western Blot. Die bei -80 °C
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aufbewahrten Zellpellets wurden 5 Minuten auf Eis aufgetaut. Zur Isolierung der RNA wurden
die Pellets mit je 200 pl Homogenisierungspuffer (mit 10 pl Thioglycerol auf 1 ml
Homogenisierungslosung) geldst. Anschlie3end wurden die Proben 3 Minuten bei 14.000 rpm
zentrifugiert. In einem separaten Eppendorf-Gefald wurden pro Probe je 200 ml Lysis-Buffer
bereitgestellt und die zentrifugierten Proben dort hinein pipettiert. Entsprechend des
Herstellerprotokolls des Maxwell 16LEV simplyRNA Kits wurde alles zur Analyse durch das
Maxwell Analysegerét vorbereitet und das einstindige Isolierungsprogramm gestartet. Die
Konzentration der gewonnenen RNA wurde im Anschluss mithilfe des NanoDrop-
Spektralphotometers quantifiziert.

Die Proben wurden danach entweder bei -80 °C gelagert oder direkt fir die Synthese von
cDNA verwendet. Fur die cDNA-Synthese wurde das Protoscript First Strand Synthesis-Kit
verwendet und 0,5-1 ug RNA fir die reverse Transkription eingesetzt. Die erhaltene cDNA

wurde mit 20 ul Nuklease-freiem Wasser (NFW) verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

4.5.2 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Fur ausgewdhlte YAP-abhangige Zielgene und ein Referenzgen wurden genspezifische
Primer verwendet. Es wurde ein Reaktionsmix aus dem DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green (10 ul), Nuklease-freiem Wasser (7 ul) und den Forward und Reverse Primern
angesetzt (je 1 ul). Auf 62,7 pl dieses Ansatzes wurden 3,3 ul der synthetisierten cDNA
gegeben. AnschlieBend wurden die Proben zur Analyse in 20 pl Triplikaten auf eine 96-Well-
Platte aufgetragen. Die quantitative real-time PCR wurde mithilfe des StepOnePlus real-time
PCR-Systems durchgefiihrt. Als Referenzgen wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase) verwendet. Am Ende der PCR-Reaktion wurde eine Schmelzkurve erstellt,
um sicherzustellen, dass tatséchlich nur ein Produkt amplifiziert wurde.

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels StepOnePlus Software und Excel Uber die AACT-
Methode.

4.6 Immunhistochemie humaner HCC-Proben

Zur immunhistochemischen Analyse der Gewebeschnitte nach Avidin-Biotin-Komplex Technik
(ABC-Technik) wurden die Schnitte zuné&chst entparaffiniert und rehydratisiert. Fir die
Antigendemaskierung wurden die Schnitte in einer Unmasking-Losung (Vector Laboratories;
9,4 ml Stock-Lésung geldst in 1000 ml destilliertem Wasser) mithilfe einer Mikrowelle erst fur
3 Minuten bei maximaler Wattzahl und anschlieRend fur 16 Minuten bei 50 % Wattstufe
gekocht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T (phosphatgepufferte Salzlésung mit 0,2 %
Tween) fur je 5 Minuten wurde die endogene Peroxidase mithilfe einer
Wasserstoffperoxidlosung (3 %) fur 10 Minuten unter Lichtausschluss blockiert. Nach

erneutem dreimaligen Waschen mit PBS-T (je 5 Minuten) wurden die Schnitte fir 60 Minuten
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in einer Blockinglosung (5 % Goat Serum, 10 % Avidin) inkubiert und anschliel3end erneut
gewaschen (dreimalig PBS-T, je 5 Minuten). Nun wurde die Erstantikorperldsung (Antikorper
verdinnt in Signal Stain Diluent, 10 % Biotin) aufgetragen. Nach Inkubation des
Erstantikdrpers fur 30 Minuten bei 37 °C gefolgt von einer Inkubation Uber Nacht bei 4 °C
wurden die Schnitte mit PBS-T gewaschen (dreimalig je 5 Minuten) und anschliel3end der
biotinylierte Zweitantikbrper (verdunnt in PBS) aufgetragen. Nach Inkubation des
Zweitantikdrpers fur 60 Minuten bei Raumtemperatur wurden unspezifisch gebundene
Antikodrper durch einen weiteren Waschschritt mit PBS-T (dreimal je 5 Minuten) abgewaschen
und die Schnitte fiir 30 Minuten mit ABC-L6sung (enthéalt Avidin und Horseradish Peroxidase)
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS-T (dreimal 5 Minuten) wurde
unter mikroskopischer Kontrolle die DAB-Farbeldésung aufgetragen und inkubiert. Die
Farbreaktion wurde in destilliertem Wasser gestoppt, sobald ein ausreichendes Signal sichtbar
war. AnschlieBend wurden die Schnitte fir 2 Sekunden mit Hamatoxylin gegengefarbt, mit
Leitungswasser fir 5-10 Minuten klargespiilt und durch die aufsteigende Ethanolreihe (70 %,
96 %, 100 %; jeweils zweimal fiir 30 Sekunden) nochmals dehydratisiert. Nach der Farbung
wurden die Schnitte mit dem Pertex-Eindeckmedium beschichtet und mit einem Deckglas
versehen.

Die Durchfihrung der Farbungen fir CD44 erfolgte mit Unterstitzung des Instituts fir
Pathologie der Technischen Universitat Minchen (TUM), die Farbungen fir YAP wurden mit
Unterstiitzung von Frau Dr. Ulrike Bauer der Klinik fur Innere Medizin Il des Klinikums rechts
der Isar der TUM durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung und Auswahl der verwendeten HCC-Zelllinien

Vor der Testung der verschiedenen Therapien sollten zun&chst die verwendeten Zelllinien in
unbehandelter Form untersucht werden. Zum einen, um die Zellen im Hinblick auf ihre
Proteinexpressionsmuster einzuteilen, zum anderen um eine mdogliche Korrelation von CD44-
und YAP-Proteinexpression zu untersuchen. Zur Charakterisierung der verschiedenen
humanen HCC-Zelllinien wurden Western Blots mit unbehandelten Ganzzellextrakten der
Zellen durchgefihrt und hinsichtlich der Proteinexpression von YAP, Phospho-YAP (Serl27)
und CD44 untersucht.

Abbildung 6 zeigt die Western Blots der Zelllinien TKO2.1, HepG2, SNU-398, PLC5, HuH7,
Mahlavu und skHepl (Abb. 6A) mit dazugehdériger Quantifizierung von YAP und CD44 im
Verhéltnis zu a-Tubulin und Phospho-YAP im Verhdltnis zu YAP (Abb. 6B). Das YAP-
Gesamtprotein konnte in allen humanen HCC-Zelllinien in unterschiedlicher Hohe
nachgewiesen werden, wobei die Expression in HepG2- und Mahlavu-Zellen am hdchsten und
in SNU-398-Zellen am niedrigsten war. Um die Aktivitdt von YAP darzustellen, wurde bei der
Auswertung der Western Blots das Verhéltnis von inaktivem phosphoryliertem Protein
(Phospho-YAP, Serl27) zu dem YAP-Gesamtprotein gebildet. Im Hinblick auf dieses
Verhaltnis war der aktive YAP-Anteil der Zellen HuH7 am hdchsten, gefolgt von Mahlavu- und
HepG2-Zellen.

Die CD44-Proteinexpression variierte stark zwischen den verschiedenen Zelllinien. Wahrend
bei TKO2.1, HepG2, SNU-398 und PLC5 nahezu kein CD44 mittels Western Blot
nachgewiesen werden konnte, exprimierten HuH7 und Mahlavu magig viel und skHepl am
starksten das CD44-Protein. Insgesamt bestand bei den verwendeten Zelllinien in diesem
Western Blot keine erkennbare Korrelation zwischen der Hohe der YAP-Proteinexpression
und der des CD44-Proteinlevels. Mogliche Grinde hierfiir sind u.a. das Einwirken anderer
Signalwege auf die YAP-Expression bei geringer CD44-Expression der Zellen. Auch wenn
keine Korrelation nachgewiesen werden konnte, wird eine funktionelle Relevanz nicht

ausgeschlossen.

Fur die weiteren Experimente wurden aufgrund dieser Ergebnisse vor allem die Zelllinien
HepG2, HuH7 und Mahlavu als Vertreter mit hoher aktiver YAP-Expression und
unterschiedlich hohem CD44-Proteinexpressionslevel verwendet. Die Zelllinie skHepl wurde
fur die weiteren Untersuchungen trotz der sehr hohen CD44-Proteinexpression nicht mehr
verwendet, da diese Zellen eher Eigenschaften eines cholangiozellularen Karzinoms besitzen

bzw. auch ein endothelialer Ursprung der Zelllinie diskutiert wird.
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Abbildung 6: Charakterisierung humaner HCC-Zelllinien im Hinblick auf CD44-, YAP- und
Phospho-YAP-Proteinexpression

A: Proteinnachweis von CD44, YAP und Phospho-YAP der Zelllinien TKO2.1, HepG2, SNU-
398, PLC5, HuH7, Mahlavu und skHepl mittels Western Blot. a-Tubulin als Ladekontrolle.
B: Quantifizierung der relativen Proteinexpression von YAP im Verhaltnis zu a-Tubulin,
Phospho-YAP zu YAP und CD44 zu a-Tubulin der humanen Zelllinien (n=1).

Um den Einfluss von unterschiedlichen Konfluenzen auf die Proteinexpression auch im
Hinblick auf eine mdogliche Kontaktinhibition zu untersuchen, wurden die Zellen in
verschiedenen Dichten ausgesat und mit 40 % bzw. 90 % Konfluenz zur Proteinextraktion
verwendet. Reprasentative lichtmikroskopische Bilder zeigen TKO2.1-Zellen mit den
verwendeten unterschiedlichen Zelldichten (Abb. 7A links). Die dazugehdrigen Proteinbanden
zeigen die CD44-, YAP-, Phospho-YAP (Serl27)- und a-Tubulin-Proteinexpression der
Zelllinien TKO2.1, HepG2, HuH7 und Mahlavu jeweils nebeneinander mit niedrigerer und
hoherer Konfluenz (Abb. 7A rechts).

Durch Quantifizierung konnten bei diesem Experiment keine signifikanten Unterschiede der
Expression von YAP und Phospho-YAP bei unterschiedlichen Zelldichten dargestellt werden
(Abb. 7B). Auch auf das Verhaltnis von inaktivem Phospho-YAP zu aktivem YAP hatten die
verschiedenen Konfluenzen somit keinen Einfluss. Die CD44-Proteinexpression war bei
TKO2.1-, HepG2- und HuH7-Zellen mittels Western Blot nur minimal nachweisbar, weshalb

die Quantifizierung nicht sinnvoll verwendet werden konnte. Bei der Zelllinie Mahlavu fihrte
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eine hthere Konfluenz der Zellen lediglich zu einer minimalen, nicht signifikanten Abnahme
der CD44-Proteinexpression.

Es wurde bereits nachgewiesen, dass die Zelldichte-abhangige Aktivierung des Hippo-
Signalwegs dysfunktional in manchen HCC-Zelllinien (HepG2) ist. Weiterhin wurde eine
nukleare Lokalisation von YAP und eine fehlende Veranderung der Phospho-YAP-Expression
bei hoher Konfluenz beobachtet (H. Li et al., 2012). Das steht im Einklang mit den hier
gezeigten Ergebnissen. Ein Zusammenhang mit CD44 ist moglich, kann aber aufgrund der
niedrigen Expression bei HepG2-Zellen im Western Blot nicht evaluiert werden. Die
Ergebnisse der anderen Zelllinien weisen ebenfalls auf eine dysfunktionale Inaktivierung von

YAP in Tumorzellen hin.
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Abbildung 7: Charakterisierung der Proteinexpression von TKO2.1-, HepG2-, HUH7- und
Mahlavu-Zellen bei unterschiedlichen Konfluenzen

A: Exemplarische mikroskopische Darstellung der TKO2.1-Zelllinie bei niedriger (40 %) und
hoher Konfluenz (90 %) sowie Proteinnachweis von CD44, YAP und Phospho-YAP bei
TKO2.1-Zellen und humanen Zelllinien HepG2, HuH7 und Mahlavu in unterschiedlichen
Zelldichten mittels Western Blot.

B: Quantifizierung der relativen Proteinexpression YAP/ a-Tubulin, Phopho-YAP/ YAP und
CD44/ a-Tubulin mit den dargestellten unterschiedlichen Konfluenzen (n=1).
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5.2 Analyse des Einflusses des CD44-Antikdrpers IM7 auf HCC-Zellen

5.2.1 Einfluss der IM7-Behandlung auf die Proliferation

Um die funktionelle Relevanz von CD44 in den murinen TKO2.1-Zellen und humanen HCC-
Zelllinien zu ermitteln, wurde ein CD44-Antikorper als Behandlung ausgewahlt. Der
monoklonale Antikdrper IM7 reagiert mit allen Isoformen von humanem und murinem CD44
und bindet an ein extrazellulares Epitop des Oberflaichenmolekils CD44. Der Antikorper IM7
ist einer der wichtigsten monoklonalen Anti-CD44-Antikdrper bei der Mediation von Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen. IM7 wurde bereits in der Tumortherapie genutzt und reduzierte
in vitro die Proliferation von ovariellen Tumorzellen in einer Konzentration von 100 ng/ml (Y.
Yang et al., 2017).

Die Anwendung des CD44-Antikorpers IM7 wurde in dieser Arbeit auf unterschiedliche Arten
getestet, da in der Literatur verschiedene Methoden mit teils hohen bendétigten
Konzentrationen beschrieben wurden (Uchino et al., 2010; Y. Yang et al., 2017). Die Varianten
umfassten eine Prainkubation der Zellen von 30 Minuten bis zu 4 Stunden mit und ohne Zusatz
von Serum, sowie mit unterschiedlichen Dosierungen von 50 pg/ml, 100 pg/ml und 200 pg/ml.
In Abbildung 8 sind exemplarisch die Daten einiger dieser durchgefiihrten MTT-
Proliferationsassays dargestellt. Fiur die murine TKO2.1-Zelllinie konnte bei keiner dieser
unterschiedlichen  Behandlungsvarianten eine Veranderung in Richtung einer
Proliferationsreduktion durch den Antikorper im Vergleich zu der Isotypkontrolle festgestellt
werden, sowohl nach 72 h als auch nach 96 h Behandlungsdauer (Abb. 8A).

Bei den humanen Zelllinien HepG2, HuH7 und Mahlavu wurden ebenfalls verschiedene Dosen
von 50-200 pg/ml verwendet mit einer Prainkubation von 30 Minuten in Zellkulturmedium mit
0,1 % FBS. Auch hier konnte bei keiner der drei Zelllinien ein eindeutiger Effekt im Sinne einer
Reduktion der Zellproliferation festgestellt werden. Dies konnte weder morphologisch anhand
der mikroskopischen Bilder nach 48 h (Abb. 8B), noch nach Analyse der Proliferation mittels
MTT-Assay nach 48 h und 72 h Behandlung mit IM7 bzw. Isotypkontrolle nachgewiesen
werden (Abb. 8C). Eine Erhdhung der Dosis auf bis zu 200 pg/ml zeigte dabei ebenso wenig

eine Beeinflussung der Zellproliferation wie eine Behandlung mit 50 pg/ml.
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Abbildung 8: Effekt der IM7-Behandlung auf die Zellproliferation

A: Auswertung des Proliferationsassays von TKO2.1-Zellen nach 72 h und 96 h Behandlung
mit unterschiedlichen Dosen (50,100 und 200 ug/ml) IM7 und IgG, Darstellung der Mittelwerte
der Triplikate mit Standardabweichung (n=1).

B: Mikroskopische Bilder von HepG2-, HuH7- und Mahlavu-Zellen nach 48 h Behandlung mit
200 pg/ml IM7 und IgG.

C: Auswertung der Proliferationsassays der humanen Zelllinien HepG2, HuH7 und Mahlavu
nach 48 h und 72 h Behandlung mit IM7 bzw. Isotypkontrolle in unterschiedlichen Dosen von

50, 100 und 200 pg/ml, Darstellung der Mittelwerte der Triplikate mit Standardabweichung
(n=1).
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5.2.2 Einfluss von IM7 auf die Proteinexpression

Zur Evaluation des Effektes von IM7 auf die Proteinexpression wurde die humane Zelllinie
Mahlavu mit der héchsten zuvor festgestellten CD44-Expression ausgewdahlt (siehe Abb. 6
Charakterisierung humaner HCC-Zelllinien). Da sich im MTT-Assay kein Einfluss auf die
Zellproliferation gezeigt hatte, sollte evaluiert werden, ob der Antikdrper auf Proteinebene
Uberhaupt eine Wirkung zeigt. Die Mahlavu-Zellen wurden mit IM7 und unspezifischem IgG
als Isotypkontrolle behandelt und nach 24 h, 48 h und 72 h der Therapie mittels Western Blot
auf ihre Proteinexpression untersucht (Abb. 9A). Hier konnte eine Reduktion der CD44-
Proteinexpressionlevel zu allen drei Behandlungszeitpunkten festgestellt werden. Um zu
analysieren, ob bereits eine Reduktion der CD44-Proteinlevel um ca. 50 % einen Effekt auf
die YAP-Expression hat, wurden die Proteinlevel von YAP und Phospho-YAP untersucht.
Sowohl die YAP- als auch die Phospho-YAP-Proteinexpression blieben zu allen Zeitpunkten
nahezu unverandert. Damit konnte kein Einfluss der CD44-Antikorpertherapie auf das P-YAP/
YAP-Verhaltnis mittels Western Blot erfasst werden, moglicherweise, weil eine Reduktion der
Proteinlevel um lediglich 50 % nicht ausreichend ist.

Auch in einer YAP-Immunfluoreszenzfarbung (Abb. 9B) von Mahlavu-Zellen nach 3 hund 6 h
Behandlung mit IM7 und Isotypkontrolle konnte kein Effekt auf die YAP-Expression und
Proteinverteilung innerhalb der Zellen festgemacht werden. So war nach Quantifizierung bei
3 h IM7-Behandlung sogar ein minimal héherer Anteil Zellen mit hohem nukledren YAP-Anteil
zu finden als nach Kontrollbehandlung. Nach 6 h war kein Unterschied in der YAP-
Proteinexpression der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen.

Da nach diesen Untersuchungen keine signifikanten Ergebnisse der Behandlung mit dem
CD44-Antikorper zu erwarten waren, wurden die Western Blots und Immunfluoreszenz-
Farbungen je nur einmal durchgefiihrt. Anhand dieser Untersuchungen ist davon auzugehen,
dass die geringe Reduktion des CD44-Proteinlevels durch IM7 offenbar nicht ausreicht, um

einen Effekt auf die YAP-Expression auszuiben.
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Abbildung 9: Effekt der IM7-Behandlung auf die YAP-Proteinexpression

A: CD44-, YAP- und Phospho-YAP-Proteinnachweis mittels Western Blot von der Zelllinie
Mahlavu mit 24 h, 48 h und 72 h IM7- bzw. IgG-Behandlung, dazugehdrige Quantifizierung
von CD44 im Verhéltnis zu a-Tubulin und Phospho-YAP zu YAP (n=1).

B: YAP-Immunfluoreszenzfarbung von Mahlavu-Zellen nach 3 h IM7- bzw. IgG-Behandlung
und Quantifizierung der Zellzahlung nach 3 h und 6 h Behandlung (n=1).

5.2.3 Einfluss von Doxorubicin auf die CD44-Antikorpertherapie

Da sich in den vorangehenden Versuchen kein Effekt von IM7 auf die Zellproliferation und
YAP-Expression zeigte, wurde nun untersucht, wie sich eine zusatzliche Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum Doxorubicin auf die CD44-Antikorpertherapie der HCC-Zelllinien
auswirkt.

Das Anthrazyklin Doxorubicin gehért zur Gruppe der am haufigsten verwendeten
Chemotherapeutika im Rahmen einer TACE im HCC. Doxorubicin interkaliert in die DNA-
Doppelhelix, hemmt die Topoisomerase |l und generiert reaktive Sauerstoffspezies (ROS),

womit es apoptotische Signalwege induziert (Buschauer, Koch, Wiggermann, Muller, &
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Hellerbrand, 2018). Durch die Induktion von DNA-Schaden wirkt Doxorubicin sensitivierend
fur eine Radiotherapie (Supiot et al., 2005). Zusétzlich wurde Doxorubicin bereits genutzt, um
die Empfanglichkeit von Tumorzellen (malignes Melanom und Mammakarzinom) fur
Immuntherapien zu erhéhen und die zytotoxische Wirkung zu verbessern (Sawasdee et al.,
2022; Wennerberg et al.,, 2013). Aufgrund dieser Eigenschaften wurde mithilfe einer
Kombinationsbehandlung untersucht, ob diese die Wirkung einer CD44-Antikdrpertherapie

beeinflussen kann.

Zuerst wurden die Zelllinien zur Dosisfindung mit 1 uM und 10 pM Doxorubicin und DMSO als
Kontrolle behandelt (Abb. 10A). Mit 1 uM Doxorubicin zeigte sich bei den Zelllinien HepG2,
SNU-398 und PLC5 keine Reduktion der Proliferation nach 72 h im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle, wahrend die restlichen Zelllinien (TKO2.1, HuH7, Mahlavu und skHep1l) bereits bei
dieser Dosis eine Reduktion der Zellzahl zeigten. Bei allen humanen Zelllinien konnte eine
dosisabhéngige Proliferationsreduktion festgestellt werden mit einer starkeren
Proliferationshemmung unter 10 uM Doxorubicin. Es wurde deshalb diese Dosis fir die
Kombinationsbehandlung mit dem CD44-Antikdrper IM7 und Doxorubicin fur alle weiteren
Versuche gewabhilt.

Durch die kombinierte Therapie von IM7 und Doxorubicin sollte die Wirksamkeit der CD44-
Antikdrpertherapie auf die HCC-Zelllinien bei begleitender Doxorubicin-Chemotherapie
evaluiert werden (Abb. 10B). Nach 72 h der Kombinationstherapie war weiterhin eine
Proliferationsreduktion durch Doxorubicin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle bei allen
getesteten Zelllinien (TKO2.1, HepG2, HuH7, Mahlavu) erkennbar. Die CD44- und IgG-
Antikdrpertherapie konnte allerdings wie in den vorangegangenen MTT-Assays keine
Hemmung des Zellwachstums bewirken. Weiterhin konnte auch kein Einfluss der
Doxorubicintherapie auf die Wirkung der IM7- bzw. 1gG-Behandlung festgestellt werden.
Aufgrund dieser Ergebnisse scheint die CD44-Hemmung weiterhin nicht ausreichend fiir einen
therapeutischen Effekt. Auch der Versuch einer Sensitivierung der Zellen durch Doxorubicin
bewirkt keine Proliferationsreduktion der untersuchten HCC-Zellen im Vergleich zur

Isotypkontrolle.
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Abbildung 10: Doxorubicin-Behandlung und Kombinationsbehandlung mit IM7
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A: Quantifizierung von MTT-Assays der Zelllinien TKO2.1, HepG2, SNU-398, PLC5, HuH7,
Mahlavu und skHepl nach 72 h Behandlungsdauer mit unterschiedlichen Dosen von
Doxorubicin und DMSO als Kontrolle, Darstellung als Mittelwert der Triplikate mit

Standardabweichung (n=1).

B: Quantifizierung der MTT-Assays der Kombinationsbehandlung bestehend aus Doxorubicin
(10 pM) und IM7 bzw. 1gG (200 pg/ml) tber 72 h an den Zelllinien TKO2.1, HepG2, HuH7 und
Mahlavu, Darstellung als Mittelwert der Triplikate mit Standardabweichung (n=1).
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5.3 Beeinflussung der Zellen durch den RhoA-Inhibitor Rhosin

5.3.1 Einfluss von Rhosin auf die Zellproliferation

Da eine Beeinflussung der CD44/RhoA/YAP-Achse auf HOhe von CD44 mittels CD44-
Antikorper keine Proliferationsinhibition und Reduktion der YAP-Proteinexpression erzielte,
aber aufgrund der Vordaten im murinen Modell mit gezieltem Knock-down von Cd44
ausreichend Hinweise auf einen Einfluss von CD44 auf die YAP-Expression bestehen, ist am
ehesten von einer nicht ausreichenden Antikérperwirkung auszugehen. Es wurde daher im
zweiten Schritt eine Beeinflussung der CD44/RhoA/YAP-Achse Uber eine Inhibition des
kleinen GTPase-Proteins RhoA durch den Inhibitor Rhosin getestet. Rhosin wurde durch ein
Ligandenscreening als RhoA-Inhibitor identifiziert. Es bindet an die Oberflache von RhoA Uber
Trp58, unterdrickt die Interaktion mit aktivierenden GEFs und blockiert RhoA-vermittelte
Zytoskelettaktivitat und die Invasivitdt von Mammakarzinom-Zellen (Smithers & Overduin,
2016).

Um eine optimale Dosis zu finden, wurden zunéchst die Zelllinien TKO2.1, HepG2, SNU-398,
PLC5, HuH7 und Mahlavu mit Rhosin und DMSO in Konzentrationen zwischen 10-100 pM
behandelt und die Ergebnisse der MTT-Assays nach 48 h und 72 h ausgewertet (Abb. 11A).
Ab einer Dosis von 40 uM Rhosin kam es bei allen Zelllinien zu einer Inhibierung der
Zellproliferation nach 48 h. Die Zelllinie TKO2.1 reagierte am stéarksten auf die DMSO-
Kontrolle, wobei ab einer Dosis von 70 uM kein grofR3er Unterschied zwischen der Rhosin-
Behandlung und DMSO sichtbar war. Auch nach 72 h (n=1, Daten nicht gezeigt) zeigten die
Zelllinien eine dosisabhéngige Proliferationsreduktion durch Rhosin, allerdings reagierten die
Zellen zu diesem Behandlungszeitpunkt auch starker auf das als Kontrolle verwendete DMSO.
Aufgrund dieser Daten wurde die Rhosin-Behandlung in den folgenden Experimenten mit einer
Dosis von 60 uM fortgefiihrt. Diese Rhosin-Dosis fiihrte bei allen Zellen zu einer

Proliferationsreduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrollbehandlung.

Reprasentative lichtmikroskopische Bilder der Zelllinie HepG2 nach 48 h Behandlungsdauer
mit DMSO-Kontrolle und Rhosin zeigten bereits einen antiproliferativen Effekt der Rhosin-
Behandlung (Abb. 11B). Hier konnte bei der Behandlung mit 60 uM Rhosin im Vergleich mit
einer DMSO-Kontrolle sowohl nach 48 h als auch nach 72 h (nicht dargestellt) ein deutlicher
Unterschied in der Zelldichte festgestellt werden. Mikroskopische Bilder der anderen Zelllinien
(Bilder nicht gezeigt) lieRen ebenfalls eine Beeinflussung der Zelldichte durch die Rhosin-
Behandlung feststellen. Insgesamt wurde auch bei allen Zelllinien nach Quantifizierung der
MTT-Assays (Abb. 11C) eine signifikante Inhibition der Proliferation entweder nach 48 h oder
72 h durch die Rhosin-Behandlung nachgewiesen. Die starkste Reduktion nach 48 h zeigte
die HepG2-Zelllinie, nach 72 h wurden v.a. HuH7- und Mahlavu-Zellen in ihrem Wachstum

gehemmt.
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Abbildung 11: Einfluss der Rhosin-Behandlung auf die Zellproliferation

51



A: Auswertung der MTT-Assays der Zelllinien TKO2.1, HepG2, SNU-398, PLC5, HuH7 und
Mahlavu mit Rhosin-Dosen von 10-100 uM nach 48 h mit DMSO-Kontrolle zur Findung der
optimalen Behandlungsdosis (n=1).

B: Exemplarische mikroskopische Bilder der Zelllinie HepG2 nach 48 h DMSO- bzw. Rhosin-
Behandlung (60 uM).

C: Auswertung der MTT-Assays von TKO2.1-, HepG2-, HuH7- und Mahlavu-Zellen nach 48 h
und 72 h Rhosin-Behandlung (60 puM) mit Signifikanzbestimmung mittels t-Test (*p<0.05,
**p<0.01, n.s. nicht signifikant), Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung (n=3).

Um einen mdglichen Einfluss der Behandlungen, sowohl mit dem CD44-Antikorper IM7 als
auch mit Rhosin, auf die Adhasionsfahigkeit der Zellen zu untersuchen, wurde ein
Adhéasionsassay mit HepG2- und Mahlavu-Zellen durchgefiihrt und die Anzahl der
lebensfahigen Zellen danach mittels Mikroskopie (Abb. 12A) und MTT-Assay (Abb. 12B)
evaluiert.

Der CD44-Antikorper RG7356 konnte bereits in einem in vitro Zelladhasionsassay die
Adhéasion von CD44-positiven Zellen konzentrationsabhéngig hemmen (Birzele et al., 2015).
Bei der Behandlung mit dem CD44-Antikorper IM7 konnte allerdings sowohl mikroskopisch als
auch bei der Quantifizierung des MTT-Assays bei beiden Zelllinien kein Unterschied der
Adhasionsfahigkeit im Vergleich zur verwendeten Isotypkontrolle festgestellt werden.

Auch die Rhosin-Behandlung hatte bei den HepG2-Zellen keinen Einfluss auf die
Zelladhasion, bei Mahlavu-Zellen kam es jedoch zu einer deutlichen Beeintréchtigung der
Adhéasionsfahigkeit der Zellen nach der durchgefihrten Rhosin-Therapie. Hier waren
mikroskopisch nur vereinzelt adharente Zellen zu erkennen, wahrend bei der DMSO-Kontrolle
nahezu eine konfluente Zelldichte bestand. Auch bei der Quantifizierung konnte unter Rhosin-
Behandlung eine relative Abnahme der Zellzahl auf etwa ein Viertel der Kontrolle

nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Adhasionsassay der HepG2- und Mahlavu-Zellen

A: Mikroskopische Bilder von HepG2-Zellen (oben) und Mahlavu-Zellen (unten) nach IM7-
Behandlung (Dosis 200 pg/ml) bzw. Isotypkontrolle und Rhosin (60 uM) oder DMSO-Kontrolle
nach 24 h.

B: Quantifizierung des Adhasionsassays nach 24 h im Vergleich zu unbehandelten Zellen,
Darstellung als Mittelwert der Triplikate mit Standardabweichung (n=1).

5.3.2 Beeinflussung der YAP-Proteinexpression durch Rhosin

Um eine mdgliche Beeinflussung der YAP- bzw. Phospho-YAP-Proteinexpression durch die
Rhosin-Behandlung zu untersuchen, wurden zunachst Western Blots aus Ganzzellextrakten
der Zellinien HepG2, Mahlavu, HuH7 und TKO2.1 nach unterschiedlichen
Behandlungszeitpunkten durchgefuhrt.

Anhand der Bilder der Western Blot-Proteinbanden war kein eindeutiger Unterschied der YAP-
oder Phospho-YAP-Proteinexpression bei allen vier Zelllinien ersichtlich (Abb. 13-15). Bei
mehrfach durchgefihrten Western Blots waren die minimalen Unterschiede der YAP-
Proteinexpression teilweise nicht reproduzierbar. Fur die Zelllinie Mahlavu wurde auf3erdem

die Rhosin-Behandlung mit zwei verschiedenen Zelldichten evaluiert, um einen mdglichen
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Einfluss der Konfluenz auf die Wirksamkeit von Rhosin zu untersuchen (Daten nicht gezeigt).
Durch Quantifizierung der Proteinbanden nach Rhosin-Behandlung konnten fiir beide
Zelldichten ahnliche Ergebnisse im Hinblick auf YAP- und Phospho-YAP-Proteinexpression
und P-YAP/YAP-Ratio nachgewiesen werden. Deshalb kann davon ausgegangen werden,
dass die Zelldichte keinen relevanten Einfluss auf die Western Blot-Ergebnisse nach Rhosin-
Behandlung ausibt. Fur die Zelllinien HepG2, HuH7 und TKO2.1 wurde daraufhin nur eine
Zelldichte fur die weiteren Versuche verwendet.

In Abbildung 13 sind die Ergebnisse der Western Blots von Mahlavu-Zellen nach Rhosin-
Behandlung dargestellt. Die Proteinbanden (Abb. 13A) und die Quantifizierung (Abb. 13B)
zeigten allenfalls eine leichte Reduktion der YAP-Proteinexpression nach 9 h Rhosin-
Behandlung. Das Verhéltnis von inaktivem Phospho-YAP zu YAP st zu diesem

Behandlungszeitpunkt gering erhoéht.
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Abbildung 13: Western Blots der Zelllinie Mahlavu nach Rhosin-Behandlung

A: Proteinnachweis von YAP, Phospho-YAP und a-Tubulin mittels Western Blot der Zelllinie
Mahlavu nach 3 h, 6 h, 9 h und 24 h Behandlung mit Rhosin (60 pM) bzw. DMSO als
Kontrolle.

B: Dazugehdrige Quantifizierung von YAP im Verhaltnis zu a-Tubulin und Phospho-YAP im
Verhaltnis zu YAP (n=1).

Bei den HepG2-Zellen fuhrte die Rhosin-Behandlung tiber 6 h und 9 h auch zu einer minimalen
Abnahme der YAP-Proteinexpression (Abb. 14A). Die Quantifizierung (Abb. 14B) zeigte

analog dazu eine leichte Zunahme des Phospho-YAP/YAP-Verhaltnisses durch Rhosin.
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Abbildung 14: Western Blots der Zelllinie HepG2 nach Rhosin-Behandlung

A: Proteinnachweis von YAP, Phospho-YAP und a-Tubulin mittels Western Blot der Zelllinie
HepG2 nach 3 h, 6 h, 9 h und 24 h Behandlung mit Rhosin (60 uM) bzw. DMSO als Kontrolle.
B: Quantifizierung der Western Blots mit Darstellung des Verhaltnisses von YAP zu a-Tubulin
und Phospho-YAP im Verhéltnis zu YAP (n=1).

Fur die Zelllinie HuH7 (Abb. 15A) war anhand der Western Blot-Proteinbanden und auch
mittels Quantifizierung kein relevanter Unterschied zwischen Rhosin- und DMSO-Behandlung
identifizierbar. Auch bei den TKO2.1-Zellen (Abb. 15B) waren keine wesentlichen
Unterschiede in der YAP-Proteinexpression durch die Rhosin-Behandlung zu erkennen.
Uber alle Zelllinien hinweg war insgesamt also keine eindeutige Veranderung durch die
Rhosin-Behandlung feststellbar, auch wenn einzelne Zeitpunkte und Zelllinien eine geringe
Reduktion der YAP-Proteinexpression und eine Zunahme des Verhéltnisses von Phospho-
YAP zu YAP zeigten.
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Abbildung 15: Western Blots der Zelllinien TKO2.1 und HuH7 nach Rhosin-Behandlung

A: Proteinnachweis von YAP, Phospho-YAP und a-Tubulin mittels Western Blot der Zelllinie
HuH7 nach 3 h, 6 h, 9 h und 24 h Behandlung mit Rhosin (60 uM) bzw. DMSO als Kontrolle
mit Quantifizierung des Verhaltnisses von YAP zu a-Tubulin (n=1).

B: Proteinnachweis von YAP, Phospho-YAP und a-Tubulin mittels Western Blot von Zelllinie
TKO2.1 nach 3 h, 6 h, 9 h und 24 h Behandlung mit Rhosin (60 uM) bzw. DMSO als Kontrolle
mit Quantifizierung des Verhaltnisses von YAP zu a-Tubulin (n=1).

Da in den Western Blots aus Ganzzellextrakten mogliche Unterschiede in der
Proteinexpression in Zytoplasma und Zellkern gegebenenfalls nicht ausreichend abgebildet
werden, sollte mithilfe von nukle&rer Extraktion untersucht werden, ob sich der Anteil von
transkriptionell aktivem YAP im Nukleus bzw. der Anteil von inaktivem zytoplasmatischen
Phospho-YAP durch die Behandlung mit Rhosin verandert. Abbildung 16 zeigt die Western
Blots von YAP und Phospho-YAP mit Lamin A/C als nukleéare Proteinladekontrolle und mit der
zytoplasmatischen Ladekontrolle a-Tubulin. Dabei wurden die Zelllinien HepG2 und Mahlavu
und die Rhosin-Behandlungszeitpunkte von 6 h und 9 h verwendet. Es konnte keine
eindeutige Veranderung der Proteinexpressionen gezeigt werden, allerdings konnte anhand
der Verteilung der Proteinladekontrollen (Lamin A/C im Zellkern und a-Tubulin im Zytoplasma)
davon ausgegangen werden, dass die nukleare Extraktion und Darstellung der subzellularen
Fraktion nur zum Teil erfolgreich war, da sich Lamin A/C auch zum Teil in der
zytoplasmatischen Fraktion nachweisen liel3.

Bei HepG2- sowie Mahlavu-Zellen war nach 6 h (Abb. 16A) und 9 h (Abb. 16B) Rhosin-
Behandlung weder im Zellkern noch im Zytoplasma ein relevanter Unterschied der

Proteinexpressionen von Phospho-YAP bzw. YAP feststellbar.
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Abbildung 16: Nukleare und zytoplasmatische Proteinexpression in HepG2- und Mahlavu-
Zellen nach Rhosin-Behandlung

A: Proteinnachweis mittels Western Blot von YAP, Phospho-YAP, Lamin A/C und a-Tubulin in
Nukleus und Zytoplasma nach 6 h Rhosin-Behandlung (60 uM) bzw. DMSO-Kontrolle der
Zelllinien HepG2 und Mahlavu mit Quantifizierung der relativen Proteinexpression von YAP im
Verhaltnis zu Lamin und Phospho-YAP zu a-Tubulin (n=1).

B: Proteinnachweis mittels Western Blot von YAP, P-YAP, Lamin A/C und a-Tubulin in
Nukleus und Zytoplasma nach 9 h Rhosin-Behandlung (60 uM) bzw. DMSO-Kontrolle der
Zelllinien HepG2 und Mahlavu mit dazugehdriger Quantifizierung der relativen
Proteinexpression von YAP im Verhdltnis zu Lamin und Phospho-YAP zu a-Tubulin (n=1).

Die Anderung der YAP-Proteinexpression zeigte mittels Western Blot bei allen Zelllinien nur
minimale Unterschiede, wobei ein getrennter Nachweis in Zytoplasma und Kern nur
eingeschrankt mdglich war. Daher sollte mithilfe von YAP-Immunfluoreszenzfarbungen
ermittelt werden, ob die durchgefiihrte Rhosin-Behandlung die Verteilung von YAP innerhalb
der Zelle signifikant beeinflussen kann. Die Behandlung erfolgte Gber 6 h und 9 h jeweils mit
60 UM Rhosin und einer DMSO-Kontrolle fur die humanen Zelllinien HepG2, Mahlavu, HuH7
und die murine Zelllinie TKO2.1.
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Abbildung 17 zeigt exemplarische Bilder der Immunfluoreszenzfarbungen der HepG2-Zellen
und die dazugehorige graphische Darstellung der Analyse der Zellzahlungen zu den
verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Nach 6 h und 9 h Behandlung mit Rhosin wurde
sowohl anhand der Bilder (Abb. 17A) als auch mittels Quantifizierung (Abb. 17B) eine
Reduktion von nuklearem YAP deutlich. Die Bilder zeigten zu beiden Behandlungszeitpunkten
eine weniger starke YAP-Farbung, insbesondere nuklear. Die Quantifizierung der
Zellzdhlungen stellte eine signifikante Verschiebung der YAP-Proteinexpression mit Erh6hung
der zytoplasmatischen YAP- und gleichzeitig Reduktion der nukledren YAP-Expression dar
(n=3).

Diese Ergebnisse bestétigten eine Reduktion von nukledrem YAP und eine Zunahme des
Phospho-YAP/YAP-Verhdltnisses nach 6 h und 9 h Rhosin-Behandlung, die bereits in den
durchgefuihrten Western Blots der HepG2-Zellen angedeutet wurden (siehe Abb. 14 und 16).
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Abbildung 17: YAP-Immunfluoreszenzfarbung von HepG2-Zellen

A: Immunfluoreszenz-Bilder der HepG2-Zellen nach 6 h und 9 h DMSO- bzw. Rhosin-
Behandlung (60 uM), Kerne blau gefarbt mit DAPI, YAP in grin.

B: Quantifizierung der nukledren bzw. zytoplasmatischen YAP-Proteinexpression nach 6 h
und 9 h Rhosin-Behandlung (60 pM) mit Signifikanzbestimmung mittels t-Test (*p<0.05, n=3).

Analog zu der Immunfluoreszenzfarbung der HepG2-Zellen wurden auch YAP-
Immunfluoreszenzfarbungen der Zelllinie Mahlavu durchgefiihrt (Abb. 18). Nach 6 h Rhosin-
Behandlung konnte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle eine reduzierte nukledre und erhéhte
zytoplasmatische YAP-Proteinexpression nachgewiesen werden, allerdings ohne eine
Signifikanz der Ergebnisse. Die mikroskopischen Bilder der Immunfluoreszenz (Abb. 18A)
zeigten zu diesem Zeitpunkt schon vereinzelt nukleére Aussparungen der YAP-Féarbung. Nach
9 h Rhosin-Behandlung kam es zu einer signifikanten Reduktion der nukledren YAP-
Expression (Abb. 18B). Auch zu diesem Behandlungszeitpunkt war anhand der Bilder eine
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geringere nukleare YAP-Farbung erkennbar im Sinne einer weniger deutlichen Darstellung der

Kerne mittels griinen Fluoreszenzsignals und vereinzelter Aussparungen des Zellkerns.
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Abbildung 18: YAP-Immunfluoreszenzfarbung von Mahlavu-Zellen

A: Immunfluoreszenz-Bilder der Mahlavu-Zellen nach 6 h und 9 h DMSO- bzw. Rhosin-
Behandlung (60 pM), Kerne blau gefarbt mit DAPI, YAP in grun.

B: Quantifizierung der nukledren bzw. zytoplasmatischen YAP-Proteinexpression nach 6 h
und 9 h Rhosin-Behandlung (60 pM) mit Signifikanzbestimmung mittels t-Test (*p<0.05, n.s.
nicht signifikant, n=3).

Die HuH7-Zellen zeigten sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter Rhosin-
Behandlung eine eher unscharf begrenzte und undeutliche nukleédre YAP-Farbung (Abb. 19A).
Aufgrund der hier sehr dichten, teils in Gruppen zusammengelagerten, Zellen war aul3erdem
die Zellzahlung und genaue Abgrenzung der einzelnen Zellen erschwert. Anhand der Bilder
waren im Bereich der dichten Zellballen schon bei der DMSO-Kontrolle teilweise nukleére
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Aussparungen in der YAP-Farbung sichtbar. Nach Quantifizierung (Abb. 19B) nach 6 h und
9 h Rhosin-Behandlung war im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu beiden Zeitpunkten der
Zellanteil mit hohem zytoplasmatischen YAP leicht erhdht. Allerdings zeigte hier im Vergleich
zu den anderen verwendeten Zelllinien schon der Ausgangswert der Kontrolle einen hohen

Anteil (nahezu 50 %) von Zellen mit hohem zytoplasmatischen YAP-Protein.
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Abbildung 19: YAP-Immunfluoreszenzfarbung von HuH7-Zellen
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A: Immunfluoreszenz-Bilder der HuH7-Zellen nach 6 h und 9 h DMSO- bzw. Rhosin-
Behandlung (60 uM), Kerne blau gefarbt mit DAPI, YAP in grun.

B: Quantifizierung der nukledren bzw. zytoplasmatischen YAP-Proteinexpression nach 6 h
und 9 h Rhosin-Behandlung (60 pM) (n=1).

Bei TKO2.1-Zellen konnte anhand der Immunfluoreszenz-Bilder (Abb. 20A) ebenfalls eine
Veranderung der YAP-Proteinexpression nach Rhosin-Therapie (6-9 h) festgestellt werden.

Die Quantifizierung (Abb. 20B) nach 6 h und 9 h Rhosin-Behandlung der Zellen zeigte eine
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Zunahme von Zellen mit héherem zytoplasmatischen YAP und damit eine Abnahme von

nukledrem YAP.
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Abbildung 20: YAP-Immunfluoreszenzfarbung von TKO2.1-Zellen
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A: Immunfluoreszenz-Bilder der murinen HCC-Tumorzellen TKO2.1 nach 6 h DMSO- bzw.
Rhosin-Behandlung (60 uM), Kerne blau gefarbt mit DAPI, YAP in grin.

B: Quantifizierung der nuklearen bzw. zytoplasmatischen YAP-Proteinexpression nach 6 h
und 9 h Rhosin-Behandlung (60 uM) (n=1).

5.3.3 Beeinflussung von YAP-Zielgenen durch Rhosin

Parallel zur Analyse der Auswirkungen einer Rhosin-Therapie auf die Proteinexpression,
wurden die Zelllinien nach durchgefuhrter Behandlung auf ihre mRNA-Expression hin
untersucht. Graphische Darstellungen der Daten der untersuchten Gene sind in Abbildung 21
relativ zur Kontrolle mit DMSO-Behandlung aufgefthrt.

Fur die ausgewahlten Zielgene von YAP/TAZ (CYR61, CTGF, ANKRD1, AMOTL2 und
IGFBP3) wurde eine signifikante positive Korrelation mit der YAP-Proteinexpression in
Tumorzelllinien beschrieben (Y. Wang et al., 2018).

CYR61 und CTGF sind die am besten charakterisierten YAP-Zielgene. CYR61 und CTGF sind
Mitglieder der CCN-Proteinfamilie und wurden zuerst als sezernierte Proteine identifiziert, die
durch Wachstumsfaktoren oder Onkogene induziert werden oder in transformierten Zellen

dereguliert sind. Die Genexpression reagiert sehr sensitiv auf Umweltfaktoren. In Tumoren von
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verschiedenen Organen und Geweben wurde eine veranderte Expression von CCN-Proteinen
beobachtet, so auch im HCC (C. C. Chen & Lau, 2009). Unter anderem von dem direkten
YAP-Zielgen CTGF wurden bereits erhohte Level in humanen Malignomen gefunden. Ein
Knock-down von CTGF zeigte Effekte in der Tumorbehandlung. Durch das Ausschalten von
CTGF wurde YAP-stimuliertes Zellwachstum blockiert und ein Anti-CTGF-Antikdrper konnte
Tumorwachstum und Metastasierung inhibieren (Zhao et al., 2008).

Eine mogliche Beeinflussung dieses speziellen YAP-abh&ngigen Zielgens durch eine
Behandlung mit dem RhoA-Inhibitor Rhosin konnte damit die Dbereits festgestellte
Proliferationshemmung der Zelllinien unter Rhosin-Therapie sehr gut erklaren.

Als Referenzgen wurde Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet,
eines der am haufigsten verwendeten Referenzgene zur Normalisierung der qPCR-Daten
(Waxman & Wurmbach, 2007).

Die gPCR-Daten von HepG2-Zellen (Abb. 21A) zeigten nach 6 h Behandlung mit Rhosin einen
signifikanten Ruckgang der Genexpression von CYR61 und CTGF verglichen mit der Kontrolle
mit DMSO. Auch nach 9 h Behandlung war eine signifikante Reduktion der mRNA-Level von
YAP-Zielgenen (CTGF und ANKRD1) erkennbar. Interessanterweise kam es im weiteren
Zeitverlauf (Abb. 21B) schon nach 12 h erneut zu einer Zunahme der CTGF-Expression und
nach 24 h auch zu einer Expressionssteigerung von CYR61 und ANKRD1. Nach 48 h
Behandlung mit Rhosin waren die Level der Zielgene annahernd wieder auf Ausgangsniveau.
Im Zeitverlauf dargestellte Werte der Expressionsanderung (Fold Change) bei HepG2-Zellen
zeigten fir alle drei dargestellten Zielgene CYR61, CTGF und ANKRD1 eine
Expressionsabnahme nach 6 h und 9 h, gefolgt von einer am ehesten kompensatorischen
erneuten Zunahme nach 12-24 h und einer nahezu vollstandigen Normalisierung der
Expressionslevel nach 48 h.

Bei den Zelllinien Mahlavu und HuH7 (Abb. 21C) konnte durch die Rhosin-Behandlung weder
zu frihen Zeitpunkten von 6-9 h noch zu den spéateren Zeitpunkten von 12-48 h ein eindeutiger
Ruckgang der Genexpression der verwendeten funf Zielgenen CYR61, CTGF, ANKRD1,
AMOTL2 und IGFBP3 festgestellt werden (Daten der Gene AMOTL2 und IGFBP3 nicht
gezeigt). Damit sprachen die humanen HCC-Zelllinien im Hinblick auf die Beeinflussung YAP-
abhangiger Zielgene sehr heterogen auf die Rhosin-Therapie an.

Ein moglicher Grund dafir kdnnte die zelllinienspezifische Veranderung der Genexpression
nach Rhosin-Behandlung sein. Womdglich sind fiir diese Zelllinien im Gegensatz zu HepG2-

Zellen andere, hier nicht untersuchte, YAP-Zielgene relevant.
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Abbildung 21: Beeinflussung von YAP-Zielgenen durch Rhosin-Behandlung

A: Quantifizierung der relativen Genexpression der YAP-Zielgene (CYR61, CTGF, ANKRD1)
unter Rhosin-Behandlung (60 pM) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nach 6 h und 9 h
Behandlungsdauer fiir die Zelllinie HepG2 mit Signifikanzbestimmung mittels t-Test (*p<0.05,
**p<0.01, **p<0.001, n.s. nicht signifikant), Darstellung als Mittelwert mit
Standardabweichung (n=3).

B: Darstellung des Zeitverlaufes der YAP-Zielgenexpression (CYR61, CTGF, ANKRD1) bei
HepG2-Zellen nach Rhosin-Therapie (60 uM, 3-48 h).

C: Darstellung der YAP-Zielgenexpression (CYR61, CTGF, ANKRD1) im Zeitverlauf fur die
Zelllinien Mahlavu und HuH7 nach Rhosin-Therapie (60 pM) (n=1).
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5.4 Korrelation von CD44 und YAP in HCC-Gewebeschnitten

In murinen HCC-Modellen konnte bereits eine Korrelation von YAP- und CD44-Expression
gezeigt werden (s. Vordaten der Arbeitsgruppe). In Erganzung zu den funktionellen Daten aus
murinen und humanen Zelllinien, die die Bedeutung einer CD44/RhoA/YAP-Achse auch im
Menschen nahelegen, wurde zusatzlich humanes HCC-Gewebe hinsichtlich einer YAP- und
CD44-Proteinexpression untersucht. Abbildung 22 zeigt exemplarisch ausgewéhlte Bilder
immunhistochemischer Farbungen von CD44 (linke Bildhalfte) und YAP (rechte Bildhalfte) von
Patientinnen mit einem HCC.

In hepatozytar differenzierten Zellen zeigte sich nur in vereinzelten Patientinnenproben eine
hohe CD44-Proteinexpression oder eine hohe nukleédre YAP-Expression. Dagegen war eine
sehr hohe Expression von CD44 und intensive nukleare YAP-Expression in zahlreichen Zellen
des Tumorstromas nachzuweisen. Auffallig an diesen CD44-positiven Stromazellen war eine
Néhe zu Hepatozyten mit hoher nukledrer YAP-Expression (Pfeilmarkierungen in Abb. 22).
Womdglich spielen diese Stromazellen lber eine nicht-zellautonome Induktion von YAP eine

Rolle in der HCC-Tumorgenese, was Gegenstand weiterer Untersuchungen ist.

65



TN

\ v
(-2
E PR SR

{ .\{;
®

"&: ’q\a, h‘

Abbildung 22: Immunhistochemie von YAP und CD44 an humanen HCC-Schnitten
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6 Diskussion

Maligne Tumoren der Leber sind die vierthdufigste Ursache von Malignom-assoziierten
Todesfallen weltweit. Nach Schatzungen werden im Jahr 2030 mehr als eine Million Menschen
an malignen Tumoren der Leber sterben (Galicia-Moreno et al., 2021). Das HCC ist die
haufigste primare maligne Tumorentitéat der Leber. Die meisten Patientinnen mit einem HCC
haben eine schlechte Prognose wegen einer Diagnose im intermedidren oder
fortgeschrittenen Stadium und der weiterhin eingeschrénkten Therapieoptionen in diesen
Stadien (Luo, Wu, & He, 2021). Konventionelle Tumortherapien wie Chemotherapeutika
richten sich vor allem gegen Zellen mit einer hohen Proliferationsrate, was durch einen Mangel
an Spezifitat auch zu einer Schadigung von normalem Gewebe mit hoher Zellteilungsrate fuhrt.
Das Ziel tumorspezifischer Medizin ist eine Entwicklung zielgerichteter Medikamente, die die
biologischen Eigenschaften des Tumors ausnutzen und selektiv einen bestimmten Signalweg
oder ein bestimmtes Molekil angreifen (Ma, Yang, Wang, Wei, & Qin, 2015). Aufgrund ihrer
ausgepragten molekulargenetischen Heterogenitat und Komplexitat stellen HCCs eine groRRe
Herausforderung dar und bisherige Therapieoptionen zeigen zwar eine deutliche
Verbesserung des Uberlebens, die Prognose bleibt aber vor allem im fortgeschrittenen
Stadium limitiert (Finn et al., 2020). Neuartige, effektive systemische Therapieansatze wie sog.
Targeted therapies werden dringend bendtigt.

Dabei haben insbesondere die Signalwege eine besondere Bedeutung, die nicht nur eine
funktionelle Rolle in der Tumorbiologie spielen, sondern auch einer therapeutischen
Intervention zuganglich sind. Aktuelle Analysen haben zu einem Verstandnis der molekularen
Kennzeichen des HCCs beigetragen, die in die Initiation und Progression des HCCs involviert
sind. Dadurch konnten entscheidende Signalwege und molekulare Veranderungen im HCC
identifiziert werden (Luo et al., 2021). Genomische Analysen haben bei einigen Tumorentitaten
sogenannte Treibermutationen fir Tumorinitiation und Progression aufgedeckt. Jedes HCC
hat durchschnittlich 40 genomische Aberrationen, von denen aber nur wenige gehauft
vorkommen. Eindeutige Treibermutationen wurden bisher nicht identifiziert. Haufige
Mutationen sind z.B. TERT-Mutationen oder TP53-Mutationen, die zurzeit nicht gezielt
therapeutisch angreifbar sind (Llovet et al., 2016).

Die Kenntnis der vorliegenden Mutationen und tumorbiologischen Vorgange sind fur den
Einsatz zielgerichteter Therapeutika essenziell. In der Literatur gibt es bereits zahlreiche
Hinweise fur eine Beteiligung des Hippo-YAP-Signalwegs in der Organisation von
GroRenregulation, Zellproliferation und Apoptose. In Anbetracht der Rolle des
tumorsuppressiven Hippo-Signalwegs und seinen Effektoren YAP/TAZ in der Karzinogenese
ist es berechtigt, diesen Signalweg als ein potenzielles Ziel fir eine antitumorése Therapie

anzusehen (Ma et al., 2015).
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Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine Dysregulation des Hippo-Signalwegs zur
HCC-Entwicklung fuhrt (W. Kim et al., 2017; Saucedo & Edgar, 2007). Die YAP-Aktivierung ist
assoziiert mit einer hoheren Aggressivitat und einem hdéheren TNM-Stadium des HCCs (Han
et al., 2014, H. Li et al., 2012). Im Vergleich zu priméaren humanen Hepatozyten zeigen auch
HCC-Zelllinien (HepG2, Hep3B) eine hohere YAP-Expression, sowie eine vermehrte nukleére
YAP-Lokalisation. Ein YAP-Knock-down mittels siRNA resultierte in reduziertem Uberleben
von HCC-Tumorzellen und einer Reduktion von CTGF-mRNA-Expression (H. Li et al., 2012).
Auch in einem Mausmodell zum fortgeschrittenen HCC fihrte eine YAP-Reduktion durch
siRNA-Nanopartikel zu einer Hepatozytendifferenzierung (Fitamant et al., 2015). Diese Daten
unterstutzen die Idee, dass eine Reduktion der YAP-Aktivitat als Basis fur eine HCC-Therapie
genutzt werden kann. Mit hoher Wahrscheinlichkeit spielt die Aktivierung von YAP damit

zumindest in einer Subgruppe der humanen HCCs eine wichtige Rolle.

Wahrend YAP/TAZ an verschiedene Transkriptionsfaktoren binden kdnnen, ist die Interaktion
mit TEAD-Transkriptionsfaktoren am wichtigsten fir die Karzinogenese, da sie die Proliferation
und Metastasierung férdert (Zhao et al., 2008).

Es existiert bereits ein Therapeutikum zur Inhibition von YAP. Verteporfin bindet an YAP und
stort dadurch die Fahigkeit, TEAD zu binden. Durch Verteporfin konnten in einem in vivo-
Modell bereits YAP-induzierte maligne Lebertumore effizient behandelt werden (Yimlamai et
al., 2015). Die Hemmung der Interaktion zwischen YAP/TAZ und TEAD inhibiert das maligne
Verhalten von Tumorzellen, allerdings hat Verteporfin auch viele off-target Effekte und eine
grol3e Toxizitat (Noguchi et al., 2018). Die Entwicklung von alternativen Wirkstoffen, die YAP
hemmen, ist von grol3em Interesse fiur die Tumortherapie. Die Modifizierung von
vorgeschalteten Molektilen des Hippo-Signalwegs stellt eine weitere mdgliche Option dar, um
die YAP/TAZ-Funktion zu beeinflussen. Die ldentifizierung spezifischer Rezeptoren, die den
YAP-Signalweg regulieren, wie GPCR und EGFR, bieten neue Mdglichkeiten, diesen
Signalweg funktionell anzugreifen. Die meisten dieser Rezeptoren sind allerdings nicht
Signalweg-spezifisch und die Komplexitdt dieser Signalnetzwerke konnte diesen
Therapieansatz limitieren (Cunningham & Hansen, 2022).

Auch das Oberflachenmolekil CD44 ist als ein dem YAP-Signalweg vorgeschaltetes
Regulationselement ein mdgliches Ziel fir Tumortherapien. Eine erhéhte CD44-Expression
wurde in verschiedenen malignen Geweben wie in Tumoren der Leber, des Kolorektums und
des (")sophagus festgestellt (Fan et al., 2018; Medrano-Gonzalez, Rivera-Ramirez, Montano,
& Rendon-Huerta, 2021). Die CD44-Expression ist im HCC im Vergleich zu normalem
Lebergewebe erhéht. HCC-Patientinnen mit einer hdheren CD44-Expression haben dabei
eine schlechtere Prognose gezeigt als diejenigen mit niedrigerer CD44-Expression (Fan et al.,
2018; J. Zhang et al., 2021).
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die funktionelle Rolle von CD44 in der YAP-Regulation
unabhangig vom Hippo-Signalweg untersucht. Ein bereits in einzelnen Publikationen
vorbeschriebener alternativer CD44/RhoA/YAP-Signalweg kann durch verfugbare spezifische
Therapeutika bereits auf Ebene des Oberflichenmolekils CD44 als auch auf Ebene des
RhoA-GTPase-Proteins angegriffen werden (Shang et al., 2012; Tsubaki et al., 2021; Yan et
al., 2015). Als Basis diente dabei das in der Arbeitsgruppe etablierte TKO-Modell, welches auf
einem Knock-out der drei Mitglieder der RB-Proteinfamilie beruht. In diesem Modell zeigten
sowohl HCCs als auch Tumorvorlauferlasionen eine Korrelation der YAP- und CD44-
Proteinexpression. Mithilfe von CRISPR/Cas9-vermittelter Cd44-Genmutationen an murinen
HCC-Zelllinien des TKO-Mausmodells konnte eine CD44-abh&ngige Proliferationsreduktion
gezeigt werden, die mit einer Reduktion der YAP-Aktivitat einhergeht. So zeigten die Cd44-
mutierten Tumorzelllinien eine verminderte Proteinexpression von CD44 und YAP sowie eine
Reduktion der Proliferation und eine verminderte Expression YAP-abhangiger Zielgene. Dies
deutet auf eine signifikante Rolle der CD44/YAP-Signalachse im HCC hin.

Wie oben erlautert, stellt CD44 als ein dem YAP-Signalweg vorgeschaltetes Molekl einen
mdoglichen Therapieangriffspunkt fir die indirekte Beeinflussung der YAP-Aktivitat in der
hepatischen Karzinogenese dar. In HuH7 HCC-Zellen, welche CD44s exprimieren, stort ein
Ausschalten des CD44-Gens die Spheroidformation und verbessert die Sensitivitat flr
Sorafenib und 5-FU. Dies geht einher mit einer Herunterregulation von Krebsstammzellgenen
wie CD133 und EpCAM (H. Xu et al., 2020). Ein Knock-down von CD44 reduziert in HCC-
Zellen auRerdem die mRNA-Transkriptionslevel von CTGF und CYR61, welche zu den am
besten charakterisierten YAP-abhangigen Zielgenen z&hlen (Y. Zhang et al., 2014).

Es wurden verschiedene Strategien entwickelt, tber die CD44 beeinflusst werden kann. Unter
anderem existieren monoklonale Antikérper gegen CD44 wie Bivatuzumab und Mechanismen
zur Hemmung der HA-CD44-Interaktion (H. Xu et al., 2020; Yan et al., 2015). Die Effekte von
Anti-CD44-Antikorpern kdnnen dber zwei verschiedene Arten hervorgerufen werden. Sie
konnen den CD44-Oberflachenrezeptor binden und durch kompetitive Hemmung
neutralisieren, aber auch konjugiert werden mit Radioisotopen, Toxinen oder
Chemotherapeutika, um CD44-exprimierende Zellen selektiv zu zerstoren (S. Misra, Hascall,
Markwald, & Ghatak, 2015).

In vitro konnten fur CD44-Antikorper bereits zahlreiche Effekte nachgewiesen werden, z.B.
supprimierten sie die Proliferation von A549-Zellen im Bronchialkarzinom oder blockierten die
Zellaggregation beim malignen Melanom (H. Xu et al., 2020). Das invasive Potential von
Mammakarzinom-Zellen mit einem mesenchymalen Phanotyp konnte durch CD44-spezifische
Antikorper (IM7) inhibiert werden. Biokonjugate aus HA z.B. mit Paclitaxel kénnen an

Tumorzellen mit CD44-Uberexpression binden und kénnen eine starke antiproliferative
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Wirkung bei Tumorzellen erzielen z.B. in humanen Mamma-, Kolon-, Ovarial-, Magen-,
Osophagus- und Lungenmalignomen (C. Chen et al., 2018). Die groRten beschriebenen
Nachteile der Antikdrpertherapie mit dem Antikorper IM7 sind die Toxizitat und eine nicht
nachhaltige Stimulation (Y. Yang et al., 2017).

Anti-CD44-Antikorper wurden bereits sowohl in praklinischen Modellen als auch in klinischen
Phase-I-Studien als mdgliche Tumortherapie evaluiert. In CLL-Zellen, die hohe Level an CD44
exprimieren, war ein spezifischer, humanisierter monoklonaler Antikorper zytotoxisch fur
leukamische B-Zellen ohne die Lebensféahigkeit von normalen B-Lymphozyten zu beeinflussen
(Jordan et al.,, 2015). Im Pankreaskarzinom, bei dem die CD44-Expression mit einer
schlechten Prognose korreliert, konnte in zwei Xenograft-Mausmodellen die intravendse
Anwendung eines monoklonalen CD44-Antikbrpers das Tumorwachstum und die
Metastasierung hemmen (L. Li et al., 2014). Allerdings gibt es bisher keine weiterfiihrenden
klinischen Studien zu diesem Therapieansatz.

Der Antikérper RG7356 bindet an alle CD44-lIsoformen an die konstante Region der
extrazellularen Doméne und inhibiert die Interaktion zwischen CD44 und HA. Allerdings ist das
klinische Ansprechen auf diese Antikdrpertherapie abhangig vom CD44-Isoformstatus der
Patientinnen (Birzele et al.,, 2015). RG7356 wurde bereits in einer klinischen Studie bei
Patientinnen mit fortgeschrittenen CD44-exprimierenden soliden Tumoren angewandt. Dabei
wurde die intravendse Therapie mit RG7356 zwar gut toleriert, aber zeigte nur eine mafige

klinische Effizienz (Menke-van der Houven van Oordt et al., 2016).

In dieser Arbeit konnte die IM7-Antikorperbehandlung muriner und humaner Tumorzelllinien in
vitro keine Proliferationsreduktion der HCC-Zelllinien oder verminderte Adhasionsfahigkeit
bewirken. Jedoch gibt es vereinzelt positive Ergebnisse einer CD44-Antikdrperbehandlung in
anderen Tumorentitdten. Zum Beispiel konnte eine CD44-Antikorpertherapie in
Chondrosarkomzellen in vitro Apoptose induzieren. So resultierte bereits die Behandlung mit
50 pg/ml IM7 fur 72 h bei einer Chondrosarkom-Zelllinie in einer reduzierten Zellviabilitat,
vermutlich durch eine Induktion von Apoptose, im Vergleich zur 1gG-Kontrolle (Yoshida,
Yasuda, Hiramitsu, Ito, & Nakamura, 2008). Auch im HCC konnten bereits Effekte durch die
CD44-Antikorpertherapie erzielt werden. Die zielgerichtete Therapie mit einem CD44-
neutralisierenden Antikdrper induzierte dosisabhangig (Hochstdosis 24 pg/ml) die Apoptose
von der humanen HCC-Zelllinie MHCC97L. Die systemische Therapie mit dem CD44-
Antikoérper in immundefizienten Mausen unterdriickte die Tumorformation von subkutan oder
hepatisch injizierten HCC-Zelllinien und inhibierte die Metastasenbildung (Z. F. Yang et al.,
2008). Des Weiteren konnte in den hier durchgefiihrten Experimenten kein verbessertes
Ansprechen auf die CD44-Antikorpertherapie bei begleitender Behandlung mit dem

Chemotherapeutikum Doxorubicin erreicht werden. Zusétzlich zum fehlenden Einfluss auf die
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Proliferation konnte durch die CD44-Antikorpertherapie auch auf die YAP-Proteinexpression
kein Einfluss gezeigt werden.

Maogliche Ursachen fir diese Unwirksamkeit der durchgefuhrten CD44-Antikorpertherapie im
Gegensatz zu den Ergebnissen in Cd44-mutierten Zelllinien kénnen eine unzureichend hohe
Dosierung sein oder die Notwendigkeit wiederholter Antikérpergaben, die fir eine adaquate
Bindung und Proteinhemmung notwendig sind, da fur die IM7-AntikOrpertherapie bereits das
Problem einer nicht nachhaltigen Stimulation beschrieben ist (Y. Yang et al., 2017).
Weiterhin konnte der extrazellulare Angriffspunkt des Antikorpers, der nicht in eine
intrazellulare Hemmung von onkogenem YAP umgesetzt wird, ein Problem fur die Therapie
darstellen. Auch ein beschriebenes unterschiedliches Therapieansprechen der Zelllinien
aufgrund von verschiedenen exprimierten CD44-Isoformen kénnte die Wirksamkeit von IM7
beeinflussen (Birzele et al., 2015). Allerdings konnte, wie bereits erwéhnt, bei anderen
Tumorentitaten teilweise auch bei niedrigerer Dosierung ein therapeutischer Effekt im Sinne
einer Induktion von Apoptose und Reduktion von Proliferation nachgewiesen werden. Griinde
dafir kbnnten eine hohere CD44-Expression in diesen Entitdten sein oder eine Expression
anderer CD44-Isoformen. Im HCC wurde bereits die Expression verschiedener Isoformen von
CD44 nachgewiesen. 34 % exprimierten CD44s, 49 % CD44v5, 38 % CD44v7-8, 27 %
CD44v6 und 24 % CD44v10. Die Expression aller CD44-Isoformen korrelierte mit dem
Tumorgrading (Endo & Terada, 2000). Mdglicherweise kann ein Isoform-spezifischer CD44-
Antikorper eine effektivere Hemmung der jeweiligen exprimierten CD44-Isoform erreichen als
ein Antikorper wie IM7, der gegen alle Isoformen gerichtet ist.

Obwohl eine Antikorpertherapie mit IM7 bei CD44-positiven Kolonkarzinom-Zellen in vitro
keine Reduktion der Proliferation bewirkt hat, konnte eine Vortherapie mit IM7 in vivo eine
Reduktion der Tumorbildung in der Leber bei Mausen nach Tumorzell-Injektion erzielen
(Ogoshi et al., 1998). Deshalb sollte weiterhin die Wirksamkeit einer CD44-Antikorpertherapie
in vivo auch im HCC evaluiert werden.

Insgesamt scheint die Therapie mit dem CD44-Antikorper IM7 kein vielversprechender Ansatz
fur alle HCCs zu sein, wobei eine mdgliche Rolle in bestimmten Subgruppen nicht

ausgeschlossen werden kann.

Zwar konnte durch eine Beeinflussung der CD44/RhoA/YAP-Achse mittels CD44-Antikorper
keine Wirkung erzielt werden, aber in Vorversuchen in murinen Zelllinien konnte ein deutlicher
Effekt auf Zellwachstum und YAP-Expression durch einen funktionellen Cd44-Knock-out
erzielt werden. Da dieser Effekt wahrscheinlich durch RhoA vermittelt wurde und ein
CD44/RhoA/YAP-Signalweg im HCC vorbeschrieben war (Lin & Zheng, 2015; Yadav,
Kashaninejad, & Nguyen, 2020; Y. Zhang et al., 2014), wurde anschliel3end die Inhibition von
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RhoA mittels des Inhibitors Rhosin getestet und der Einfluss auf die YAP-Expression in HCC-
Zelllinien evaluiert.

Etwa 1 % des humanen Genoms kodiert fiir Proteine, die entweder Rho-GTPasen regulieren
oder durch eine Interaktion mit diesen reguliert werden. Die grof3e Vielfalt biologischer
Funktionen der verschiedenen Rho-GTPasen entsteht durch die Bindung verschiedener
Effektoren. Diese Effektoren umfassen Serin-Threonin-Kinasen, Tyrosinkinasen,
Lipidkinasen, Lipasen, Oxidasen und Strukturproteine (Cardama, Gonzalez, Maggio, Menna,
& Gomez, 2017). Rho-GTPasen sind entscheidende intrazellulare Signalmolektle, deren
veranderte Aktivitdt fur verschiedene humane Pathologien verantwortlich ist. Das kleine
GTPase-Protein RhoA ist involviert in Tumorprogression und Metastasierung und erhéhte
Level von RhoA wurden in mehreren Tumoren beschrieben (Shang et al., 2012). Rho-
GTPasen sind haufig Uberexprimiert oder aktiviert in Tumoren, aber selten selbst mutiert.
Deshalb wird diese Aktivierung wahrscheinlich durch regulatorische Elemente verursacht. Das
weist auf eine entscheidende Rolle von regulatorischen Proteinen wie RhoGEFs und
RhoGAPs/RhoGDis fir die Tumorentstehung hin (Lin & Zheng, 2015).

Rho-GTPasen konnen darin involviert sein, die Transkriptionsregulatoren YAP/TAZ als
Antwort auf Zytoskelettspannung zu aktivieren (Smithers & Overduin, 2016). Es gibt Hinweise,
dass RhoA das HCC-Wachstum Uber eine RhoA/F-Aktin/Hippo-YAP-Signalachse fordert (Bai
et al.,, 2019). Rho-GTPasen wie RhoA interagieren auch mit dem Hippo-Signalweg selbst,
indem sie z.B. die LATS-Kinase inhibieren (Yadav et al., 2020). Im Mammakarzinom interagiert
CD44 mit RhoA-spezifischen GEFs, um RhoA zu aktivieren, was Zellwachstum und
Metastasierung fordert. Eine Hemmung von RhoA blockiert die metastatische Aktivitat von
CD44 (Lin & Zheng, 2015). In HepG2 HCC-Zellen wirkt CD44 Uber RhoA auf die YAP-
Expression ein (Y. Zhang et al., 2014). Damit weist viel auf eine wichtige Rolle der
CD44/RhoA/YAP-Signalachse in der Tumorgenese hin. Eine spezifische medikamentdse
Hemmung von RhoA im HCC wurde bisher aber nicht getestet.

RhoA stellt somit wie auch CD44 ein potenzielles Therapieziel dar, um die YAP-Aktivitat
indirekt zu hemmen. Allerdings ist es schwierig, Rho-GTPasen zielgerichtet anzugreifen, da
sie eine globulare Struktur mit wenig Oberflachenzielen besitzen, die fir eine Bindung von
niedermolekularen Substanzen mit hoher Affinitat geeignet sind (Shang et al., 2012).

Fur die Inhibition dieser Molekile gibt es daher neue Strategien wie die Inhibition der Bindung
zwischen GTPasen und GEFs, der Verstarkung der GAP-Aktivitat und der Blockade der
Bindung an zellulare Membranen (Prieto-Dominguez et al., 2019).

Rhosin enthélt zwei aromatische chemische Fragmente, die an zwei benachbarte
Oberflachenfurchen auf RhoA binden, die fur die GEF-Interaktion bendtigt werden. Es bindet
tber Trp58 an die Oberflache von RhoA und unterdriickt die Interaktion mit GEFs. Damit

blockiert Rhosin zum Beispiel die RhoA-vermittelte Zytoskelettaktivitat und Invasivitat von
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Mammakarzinom-Zellen (Shang et al., 2012). Rhosin hat bereits in murinen metastatischen
Melanom- und Mammakarzinom-Zelllinien die RhoA- und RhoC-Aktivierung und die nukleare
Lokalisation von YAP supprimiert. Dadurch wurden Zelladh&sion, Migration, Invasion und
Metastasierung reduziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inhibierung des RhoA/YAP-
Signalwegs durch Rhosin einen therapeutischen Ansatz fur Patientinnen darstellen kdnnte
(Tsubaki et al., 2021).

Daten unserer Arbeitsgruppe in der Anwendung von Rhosin in unserem murinen HCC-Modell
zeigten eine Proliferationsreduktion der priméaren TKO-Zellen durch die Rhosin-Therapie. Die
mittels CRISPR-Cas9 Cd44-mutierten  Zelllinien, die  ohnehin  bereits eine
Proliferationsreduktion durch die Cd44-Mutation zeigten, sprachen allerdings nicht auf eine
zusatzliche Behandlung mit Rhosin an. Diese Tatsache weist drauf hin, dass CD44 (iber eine
RhoA-abhéngige Beeinflussung der YAP-Aktivitat auf die Tumorzellproliferation einwirkt.

Auf Basis dieser beschriebenen Effektivitéat des RhoA-Inhibitors Rhosin in murinen HCC-Zellen
wurde dieser auch in humanen Zelllinien getestet. Hier zeigte sich in allen humanen HCC-
Zellen eine Reduktion der Zellproliferation durch die Behandlung. Innerhalb der verwendeten
humanen HCC-Zelllinien konnte interessanterweise kein Zusammenhang zwischen der Hohe
der CD44-Expression und dem Ansprechen auf die Rhosin-Therapie festgestellt werden.
Mittels Immunfluoreszenzfarbungen konnte gezeigt werden, dass Rhosin die nukleare YAP-
Proteinexpression in zwei humanen HCC-Zelllinien (HepG2 und Mahlavu) signifikant senkt.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den oben erwahnten beschriebenen Anwendungen
von Rhosin an murinen Melanom- und Mammakarzinom-Zelllinien (Prieto-Dominguez et al.,
2019; Tsubaki et al., 2021).

Die Untersuchung von YAP-abhangigen Zielgenen nach Behandlung ergab allerdings nur fur
HepG2-Zellen eine signifikante Senkung der mRNA-Level der Zielgene CYR61, CTGF und
ANKRD1 zu frihen Rhosin-Behandlungszeitpunkten (6 h, 9 h). Fir weitere untersuchte
Zelllinien (Mahlavu, HuH7) kam es zu keiner signifikanten Beeinflussung der untersuchten
YAP-Zielgene. Womdglich tbt Rhosin in Mahlavu-Zellen einen proliferationshemmenden
Einfluss Uber alternative YAP-abhangige Zielgene aus bzw. in HuH7-Zellen Uber einen
alternativen Signalweg. Diese Tatsache verdeutlicht die Heterogenitat des HCCs und zeigt,
dass die Aktivitat der CD44/RhoA/YAP-Signalachse wahrscheinlich komplex ist und nicht

immer einen zentralen Mechanismus im HCC darstellen muss.

In weiteren Untersuchungen wére es sinnvoll, die Grinde fur das unterschiedliche Ansprechen
der Zelllinien auf Rhosin im Hinblick auf die YAP-Expression zu identifizieren. Eine mégliche
Erklarung konnten unterschiedliche Level an YAP-Gesamtprotein in den verschiedenen

Zelllinien sein. Bei HepG2- und Mahlavu-Zellen, die eine signifikante Reduktion von YAP
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mittels Immunfluoreszenz zeigten, konnten héhere YAP-Proteinlevel nachgewiesen werden
als in HuH7-Zellen. Daruber hinaus wére ein weiterer wichtiger Schritt, die Anwendung von
Rhosin im in vivo-Tiermodell genauer zu analysieren und dessen therapeutisches Potential zu
bestétigen. Weitere Studien missen die Effizienz und Durchfihrbarkeit einer RhoA-Inhibition

in einem klinischen Rahmen evaluieren.

Zusatzlich wurden immunhistochemische Farbungen von YAP und CD44 an zwolf humanen
HCC-Proben durchgefuhrt und im Rahmen dieser Dissertation interpretiert.

In der Literatur zeigten tber 85 % der HCC-Proben eine starke nukleare YAP-Farbung mittels
Immunhistochemie. Diese war assoziiert mit Tumoraggressivitat und héherem TNM-Stadium
(H. Lietal., 2012). In HCC-Geweben wurde aulRerdem eine Korrelation von CD44-Expression
und YAP-Expression beschrieben (Fan et al., 2018). Entgegen diesen Beobachtungen
anderer Studien und vorherigen Ergebnisse aus den Mausmodellen, zeigten die hier
durchgefuihrten immunhistochemischen Farbungen keine klare Korrelation von CD44- und
YAP-Expression, sondern eine Assoziation von CD44-positiven Stromazellen und
Parenchymzellen mit hoher nukledrer YAP-Expression.

Grunde fur diese abweichenden Ergebnisse sind moglicherweise die grol3e Heterogenitat des
HCCs und unter Umstanden ein abweichendes Patientinnenkollektiv im Vergleich zu sonst

vorherrschenden Studien aus dem asiatischen Raum.

Die in dieser Dissertation vorgestellten und diskutierten Daten stammen Uberwiegend aus in
vitro Experimenten mit drei verschiedenen verwendeten humanen HCC-Zelllinien, die mit einer
CD44-Antikorpertherapie und Rhosin behandelt wurden. Wegen der teilweise sehr hohen
Variabilitat der erhaltenen Daten, bedingt durch die gro3e Heterogenitat der humanen HCCs,
ist dabei auch eine Einbeziehung von weiteren HCC-Zelllinien fur zukinftige Untersuchungen
in Betracht zu ziehen. Hinsichtlich der Rolle des CD44/RhoA/YAP-Signalwegs fur die
Tumorentwicklung konnte die Auswertung der verfugbaren Daten einen ersten Hinweis auf
eine Relevanz zumindest in einer Subgruppe von HCCs geben. So konnte nach Rhosin-
Behandlung eine reduzierte Proliferation der HCC-Zelllinien beobachtet werden, wahrend die
Daten hinsichtlich der YAP-Proteinexpression und Expression YAP-abhangiger Zielgene eine
hohe Variabilitat aufwiesen. Die Aufarbeitung maglicher molekularbiologischer Mechanismen
fur diesen Effekt im Hinblick auf eine Beeinflussung der CD44/RhoA/YAP-Signalachse muss

aber im Rahmen zukinftiger Forschungsarbeiten noch ergdnzend evaluiert werden.

74



7 Zusammenfassung

Die Aktivierung von onkogenem YAP ist ein friihes Ereignis der hepatischen Karzinogenese.
Hierfir wurden mehrere Mechanismen beschrieben, darunter der Hippo-Sighalweg oder ein
CD44/RhoA-abhéangiger Signalweg. Humane HCC-Zelllinien wurden mit dem CD44-
Antikérper IM7 und dem RhoA-Inhibitor Rhosin behandelt. Wahrend IM7 in vitro keine Wirkung
auf die Proliferation und YAP-Proteinexpression hatte, reduzierte Rhosin die Proliferation der
Zelllinien, bewirkte einen Anstieg von inaktivem, zytoplasmatischem YAP und verringerte die

Expression von YAP-Zielgenen.

Activation of oncogenic YAP is an early event of hepatic carcinogenesis. Several mechanisms
of activation have been described, including the Hippo signaling pathway or a CD44/RhoA-
dependent signaling pathway. Human HCC cell lines were treated with the CD44 antibody IM7
and the RhoA inhibitor Rhosin. While IM7 had no effect on proliferation and YAP protein
expression in vitro, Rhosin reduced proliferation, induced an increase in inactive cytoplasmic

YAP and decreased the expression of YAP target genes.
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