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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Leberkarzinome gehoren zu den haufigsten malignen Tumoren weltweit und, unter anderem
aufgrund geringer Therapieoptionen, zu den haufigsten krebsbedingten Todesursachen. Fir
die Entwicklung neuer und gezielter Therapien ist daher die Vertiefung des Verstandnisses
der hepatischen Karzinogenese notwendig. Um die hepatische Karzinogenese in vivo zu
untersuchen, wurde ein bereits zuvor etabliertes Mausmodell fir das Cholangiozellulare
Karzinom (CCC) verwendet. CCCs sind nach Hepatozellularen Karzinomen (HCC) die
zweithaufigsten  primaren  Lebermalignome. Das verwendete  CCC-Mausmodell
(Rp'Xlex: p53loxflox- K r5stSLG12DI gder RPK) weist Mutationen in Signalwegen auf, die auch im
humanen CCC alteriert sind. Insbesondere KRAS-Mutationen konnten zuvor haufig in
humanen cholangiozellularen Karzinomen nachgewiesen werden. Das Augenmerk dieser
Arbeit lag auf der Analyse eines wichtigen RAS-abhangigen Signalweges, dem
MEK/ERK-Signalweg. Die Untersuchung dieses RAS-abhdngigem Signalweges wurde
anhand eines compound  Knock-out  Mausmodelles  (Rb'®/°%;p53'olox:KrastSt-
G120/ Mek 1" Map2k2™’;Rosa26-5- ™) durchgefiihrt. Analysen ergaben, dass eine Mek1/2-
Defizienz in der Leber zu einem signifikant verlangerten Gesamtiberleben nach
Tumorinitiation fihrt. Des Weiteren konnten bei Tieren mit Mek1/2-Defizienz eine verringerte
Pravalenz und GrofRe von Lungenmetastasen beobachtet werden. Bei der histologischen
Analyse der Tumore zeigte sich interessanterweise eine Anderung der Differenzierung.
Mek1/2-defiziente Tumore wiesen im Gegensatz zu RPK-Kontrolltieren seltener eine
cholangiozellulare Differenzierung auf. Es wurden hepatozellulare Karzinome und
Mischtumore detektiert. AuRBerdem zeigten sich innerhalb der Mek1/2-defiizienten Tumore
ausschlieB3lich schlecht differenzierte und undifferenzierte Tumore. Somit konnte fir den
MEK/ERK-Signalweg eine Relevanz beziiglich der Tumordifferenzierung nachgewiesen
werden. Zur weiteren Einordnung der Ergebnisse erfolgte die Durchfiihrung von in vitro
Zellkulturversuchen mit dem MEKZ1/2-Inhibitor PD0325901. Neben einer Anderung des
morphologischen Zellphanotyps zeigte sich nhach MEK1/2-Inhibition eine vermehrte mRNA-
Expression HCC-spezifischer Differenzierungsmarker. In der RNA-Sequenzierung von
Tumorgewebe zeigte sich in der Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) eine Anreicherung
eines CTNNB1-Gensets in MEK1/2-defizienten Tumoren als Hinweis fiir eine erhéhte Aktivitat
des Wnt/B-Catenin-Signalweges. Mit der darauffolgenden Analyse der Protein- und relativen
MRNA-Expression von Zielproteinen und -genen konnte durch die erhdhte relative mRNA-
Expression des Zielgens Axin2 sowohl in den in vivo- als auch den in vitro- Versuchsdaten ein
weiterer Hinweis auf eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges gefunden werden.
Diese gesteigerte Aktivitat des Wnt/B-Catenin Signalweges kann als maoglicher
zugrundeliegender Pathomechanismus fur die beobachtete Differenzierungséanderung
angesehen werden, da dieser Signalweg haufig im HCC, aber nicht im CCC aktiviert ist.
Il



Abstract

Abstract

Hepatic carcinomas are among the most common malignant tumors worldwide and one of the
leading causes of cancer-related deaths, mostly due to limited therapeutic options. Therefore,
deepening our understanding of hepatic carcinogenesis is necessary for the development of
new and targeted therapies. To study hepatic carcinogenesis in vivo, a previously established
mouse model for cholangiocarcinoma (CCA) was used. CCA are the second most common
primary liver malignanc after hepatocellular carcinoma (HCC). The CCA mouse model used
for this analysis (Rb'™/°%;p53'10x.KragtS-6120* o RPK) comprises mutations in signaling
pathways that are also altered in human CCA. In particular, KRAS mutations are frequently
detected in human cholangiocarcinoma. The focus in this work was on the analysis of an
important RAS-dependent signaling pathway, the MEK/ERK pathway. The study of this RAS-
dependent pathway was performed using a compound knock-out mouse model
(Rp'o¥ox: p53loxflox: K g gtSL-G12DM - \jak 1 110X Map2k2”;Rosa26S-YF"). Our analysis revealed that
Mek1/2 deficiency resulted in a significantly prolonged overall survival after tumor initiation.
Furthermore, a reduced prevalence and size of lung metastases were observed in animals
with Mek1/2 deficiency. Strikingly, histological analysis of the tumors revealed a change in
tumor differentiation. Mek1/2-deficient tumors were less likely to show cholangiocellular
differentiation in contrast to those of RPK control animals. Instead, hepatocellular carcinomas
and mixed tumors were detected in the majority of animals. Moreover, in Mek1/2-deficient
tumors, only poorly differentiated and undifferentiated tumors were observed. Thus, a
relevance for MEK/ERK signaling for tumor differentiation could be demonstrated. To further
classify the results, in vitro cell culture experiments were performed using the MEK1/2 inhibitor
PD0325901. In addition to a change in morphological cell phenotype, increased mRNA
expression of HCC-specific differentiation markers was evident after MEK1/2 inhibition. In RNA
sequencing of tumor tissue, gene set enrichment analysis (GSEA) revealed enrichment of a
CTNNB1 gene set in MEK1/2-deficient tumors as evidence for increased activity of the Wnt/3-
catenin signaling pathway. Subsequent analysis of MRNA expression levels of target genes
revealed increased expression of the Wnt/B-catenin target gene Axin2 in both in vivo and in
vitro experimental data. This increased activity of Wnt/B-catenin signaling could present an
underlying pathomechanism for the observed differentiation change, as this pathway is

frequently activated in HCC but not in CCA.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie von primaren Leberkarzinomen

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist die jahrliche Zahl der Krebstoten
inzwischen hoher als die Zahl der durch koronare Herzkrankheit oder Schlaganfall
verursachten Todesfélle (Ferlay et al., 2015). Durch veranderte Lebensumstande und einem
erhoéhten hygienischen Standard hat sich im Lauf der letzten Jahre die Art der lebens-
bedrohlichen Erkrankungen besonders in den Industrienationen veréndert. So haben durch
Infektionserkrankungen bedingte Todesfélle in Deutschland heutzutage einen kleineren Anteil
als jene in Folge einer Krebserkrankung. Aufgrund der hohen Mortalitat gehdéren Malignome
der Leber weltweit zu den haufigsten krebsbedingten Todesursachen mit ungefahr 782.000
Todesfallen im Jahr 2018 (Akinyemiju et al., 2017; Bray et al., 2018). Weitere Hauptursachen
der krebsbedingten Todesfélle sind neben den primaren Leberkarzinomen die Lungen- und
Magenkarzinome (Ferlay et al., 2015). Der Begriff des Leberkarzinoms umfasst eine Gruppe
Malignome verschiedener histologischer Differenzierung. Als haufigster auftretender Subtyp
der Leberkarzinome gilt mit circa 80 % das hepatozellulare Karzinom (HCC). Zweithaufigster
Vertreter der Leberkarzinome ist mit 15 % das cholangiozellulare Karzinom (CCC) (Petrick et
al., 2016).

In den Jahren von 1990 bis 2015 erhéhten sich die Inzidenzen von Lebermalignomen um gut
75 %. Dies wird unter anderem durch das steigende Durchschnittsalter der Beviélkerung, sowie
durch das Bevolkerungswachstum und die veradnderten Lebens- und Ernahrungs-
gewohnheiten erklart (Akinyemiju et al.,, 2017). Etwa 80 % aller neu diagnostizierten
Leberkarzinomerkrankungen werden in weniger industriell entwickelten Regionen festgestellt
(Ferlay et al., 2015). Weltweit betrachtet gelten Leberkarzinome bei Mannern als fiinfthaufigste
Krebserkrankung und stehen an zweiter Stelle aller Krebstodesursachen. Bei Frauen stehen
sie an neunter Stelle der Krebserkrankungen und an sechster Stelle der Krebstodesursachen
(Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2015). Bei isolierter Betrachtung der CCCs konnte dabei in den
USA eine um circa 30 % erhohte Inzidenzrate bei Mannern festgestellt werden (Everhart &
Ruhl, 2009). Innerhalb der CCCs zeigt sich damit die leichte Tendenz eines
Geschlechtsdimorphismus. Neben den Inzidenzen liegt auch die Mortalitatsrate fir CCCs bei
Mannern leicht hoher als bei Frauen (Razumilava & Gores, 2014). Ein
Geschlechtsdimorphismus beziglich der Mortalitat Il&sst sich héufig auch bei anderen
Karzinomentitaten erkennen und stellt sich im Vergleich zu CCCs teilweise ausgepragter dar
(Ferlay et al., 2015). Beispielsweise erkranken dreimal so viele Frauen an
Schilddriisenkarzinomen wie Manner. Im Gegensatz dazu erkranken viermal so viele Manner

an Malignomen der Harnblase als Frauen (Bray et al., 2018). Eine fokussierte Betrachtung der
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steigenden Inzidenzen der CCCs lasst innerhalb dieser Gruppe der Leberkarzinome weitere
Unterschiede erkennen. Wahrend die Inzidenzen der intrahepatischen CCCs in den USA in
den letzten Jahren deutlich anstiegen, stellen sich die Zahlen der extrahepatischen CCCs als
weitestgehend stabil dar (Saha, Zhu, Fuchs, & Brooks, 2016). Die Ursachen hierfir sind bisher

unklar.

Wie bereits beschrieben zahlt zur haufigsten histologischen Unterart der Leberkarzinome mit
80 % das HCC, gefolgt vom CCC (Petrick et al., 2016). Des Weiteren kommen auch gemischte
HCC/CCC-Tumore oder undifferenzierte Formen vor (Yeh, 2010). Bei Betrachtung der
verschiedenen Tumorentitdten der Leber fallen Unterschiede in der epidemiologischen
Verbreitung auf. So sind die insgesamt selteneren CCCs in hohem Ausmal3 in Thailand oder
Ostasien verbreitet (Jemal et al., 2011). Besonders hohe Raten diagnostizierter HCCs lassen
sich dagegen in anderen Teilen Asiens und in Afrika in Gebieten der Sub-Sahara finden (Mittal
& El-Serag, 2013). In diesen Teilen Afrikas wird die Prasenz des HCCs als endemisch
angesehen, wohingegen CCCs dort nur selten diagnostiziert werden. Als zugrundeliegender
Faktor fur die Unterschiede in der Ausbreitung werden verschiedene spezifische
Risikofaktoren fur die jeweiligen Subtypen diskutiert (Okuda, Nakanuma, & Miyazaki, 2002).

CCCs stellen mit circa 15 % die zweitgrofl3te Gruppe aller Lebermalignome dar (Okuda et al.,
2002; Petrick et al., 2016). Einige Risikofaktoren und Vorerkrankungen, die zur Entstehung
eines CCCs beitragen sind bereits bekannt. Als mogliche Risikofaktoren fur die Entstehung
eines CCCs werden unter anderem spezifische Erkrankungen wie eine primare sklerosierende
Cholangitis (PSC), ein Gallensteinleiden und angeborene Fehlbildungen des Gallensystems
angesehen. Die PSC gilt in westlichen Landern als einer der Risikofaktoren mit dem hdchsten
Risiko zur Entwicklung eines intrahepatischen CCCs (El-Diwany, Pawlik, & Ejaz, 2019).
Erkrankungen der Gallenwege scheinen Uber die Entstehung chronischer Entziindungen eine
Rolle in der Karzinogenese einzunehmen (Jemal et al., 2011). Weitere Risikofaktoren stellen
eine Hepatitis B Virus (HBV)- oder Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion mit oder ohne folgende
Chronifizierung, eine Leberzirrhose oder Exposition gegenliber lebertoxischen Stoffen dar. Als
lebertoxische Stoffe gelten unter anderem Aflatoxin A und erhéhter Alkoholkonsum. Infektitse
Erkrankungen der Leber, wie beispielsweise eine chronische HCV-Infektion oder eine
HBV-Infektion zeigen hohere Inzidenzen im asiatischen Raum (Shlomai, de Jong, & Rice,
2014). Jedoch stellt beim CCC vor allem eine Infektion mit dem HCV einen der bedeutenderen
Risikofaktoren dar (Okuda et al., 2002). Neben Infektionserkrankungen der Leber scheint bei
Entwicklung eines CCCs auch eine chronische metabolische Vorerkrankung wie Diabetes
Mellitus sowie verstéarkter Alkohol- und Nikotinkonsum eine Rolle zu spielen (Farshidfar et al.,
2017). Besonders hohe Inzidenzen fir das CCC sind in Thailand oder anderen Teilen
Ostasiens sowie in Teilen Sudamerikas bekannt (Jemal et al., 2011; Patel, 2002). Einer der in

Sud- und Ostasien haufig zugrundeliegenden Risikofaktoren ist eine parasitare Infektion mit
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den Leberegelarten Opisthorchis viverrini und Clonorchis sinensis. Durch die parasitéare
Besiedlung kommt es wie bei anderen Erkrankungen der Gallenwege zur Entstehung einer
chronischen Entzindung. Die chronische Entziindung wird als mdgliche Grundlage der
Hepatokarzinogenese angesehen (Rizvi & Gores, 2013). Neben der in diesen Regionen
haufigeren parasitaren Infektion wird aul3erdem auch die spezifische Ernahrungsweise als
beitragender Faktor diskutiert. Die dort vermehrt konsumierten Produkte auf Basis von
fermentiertem Fisch enthalten Dimethylnitrosamin-produzierende Bakterien.
Dimethylnitrosamine gelten sowohl isoliert als auch in Kombination mit Leberegelinfektionen
als Risikofaktor fir die Entstehung eines CCCs. Beide Risikofaktoren werden als potenzielle
Ursache fur héhere Inzidenzen des CCCs im asiatischen Raum angesehen (Okuda et al.,

2002; Thamavit, Bhamarapravati, Sahaphong, Vajrasthira, & Angsubhakorn, 1978).

Fur die Entstehung des HCCs hingegen sind viele Risikofaktoren bereits besser bekannt.
Diese &hneln vielen der vermuteten Risikofaktoren des CCCs und beinhalten
Infektionserkrankungen der Leber (HBV, HCV), lebertoxische Stoffe (Aflatoxin oder Alkohol)
sowie Autoimmunerkrankungen der Leber. In Industrienationen, wie zum Beispiel den USA
oder auch Deutschland, gilt eine Steatohepatitis oder eine Leberzirrhose, oft durch
Alkoholmissbrauch verursacht, als Hauptrisikofaktor fir die Entstehung vieler HCCs (Jemal et
al.,, 2011). Insgesamt entstehen in westlichen L&andern viele HCCs auf dem Boden einer
zumeist ethyltoxischen Leberzirrhose. Auch eine HBV- oder HCV-Infektion gilt als bekannter
Risikofaktor fur die Entwicklung eines HCC. Eine durch eine HBV- oder HCV-Infektion
bedingte HCC-Erkrankungen entstehen dabei in 70 bis 90 % der Falle auf dem Boden einer
dadurch vorliegenden Leberzirrhose. Ohne die Entstehung einer Zirrhose ist eine
HCC-Entstehung bei zugrundeliegender NAFLD oder HBV-Infektion mdglich aber deutlich
seltener gegeben (D. Q. Huang, El-Serag, & Loomba, 2021; Jemal et al., 2011; Mittal & EI-
Serag, 2013; J. D. Yang et al., 2011). Erkrankungen der Gallenwege zahlen hingegen
ausschlieB3lich zu den Risikofaktoren des CCCs. Die gro3e Bandbreite der verschiedenen
Risikofaktoren fir CCCs und auch HCCs ist mit verantwortlich fir die weltweit gesehen

regional unterschiedlichen Inzidenzen der beiden Leberkarzinomentitaten.

Rund 80 % der Patient*innen mit einem Leberkarzinom werden erst in einem fortgeschrittenen
Stadium oder mit einer bereits multifokalen Ausbreitung diagnostiziert. Haufig liegen zusétzlich
weitere Komorbiditaten vor (Spangenberg, Thimme, & Blum, 2009). Grunde fir eine
Diagnosestellung von cholangiozellularen Tumoren in einem bereits fortgeschrittenen Stadium
sind unter anderem spat auftretende Symptome und fehlende Marker zur Friiherkennung
(Charbel & Al-Kawas, 2011). Metastasierungen von intrahepatischen cholangiozellularen
Karzinomen erfolgen bevorzugt entlang des vendsen Systems wohingegen perihiliare Tumore
meist den Wegen des lymphatischen Systems folgen. Seltener metastasieren intrahepatische

Tumore auch entlang des lymphatischen oder des Gallensystems (Razumilava & Gores,
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2014). Therapieoptionen des CCCs fokussieren sich meist auf lokale Therapien wie den
Versuch der kurativen Tumorresektion (EI-Diwany et al., 2019; Rizvi, Khan, Hallemeier, Kelley,
& Gores, 2018). Als systemische Therapie kommt in fortgeschrittenen und inoperablen Stadien
beispielsweise eine Chemotherapie mit Gemcitabin und Cisplatin in Kombination mit
Durvulumab zum Einsatz (Oh et al., 2022; Razumilava & Gores, 2014; Rizvi et al., 2018). Zur
Therapie von HCCs steht in einigen Erkrankungsfallen mit der Lebertransplantation eine
weitere Saule der Therapie zur Verfigung. Relevant fiur die Durchfihrung einer
Transplantation ist unter anderem eine lokale Begrenzung des Malignoms auf die Leber.
Selten kommt eine Lebertransplantation auch fir frihe Stadien und einzelne Subtypen des
CCCs nach neoadjuvanter Chemo- und Radiotherapie in Betracht (Rizvi et al., 2018). Fir
cholangiozellulare Tumore lag die 5-Jahres Uberlebensrate zuletzt bei 10 % (Razumilava &
Gores, 2014; Rizvi & Gores, 2013).

1.2 Hepatokarzinogenese

Cholangiozellulare Karzinome lassen sich je nach Wachstumsort genauer klassifizieren. Nach
anatomischer Einteilung kann grob zwischen intrahepatischen und extrahepatischen
Gallengangstumoren unterschieden werden. Ferner ist eine genauere Einteilung der
extrahepatischen Tumore in distale, perihilare oder proximale Tumore mdglich (Abbildung 1).
Dabei bezieht sich die Einteilung in distale und proximale CCCs auf die Richtung des
Galleflusses. Mit 50 % und 40 % sind distale und proximale Tumore die h&ufigsten
anatomischen Lokalisationen von CCCs (Razumilava & Gores, 2014). Perihilare
Gallengangstumore sind auch unter dem Eigennamen ,Klatskin Tumor“ bekannt (Blechacz &
Gores, 2008).

Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung cholangiozellularer Karzinome anhand
ihrer anatomischen Lokalisierung in Anlehnung an (El-Diwany et al., 2019)
(A) Anatomische Lokalisation intrahepatischer cholangiozellularer Karzinome (Rot)

(B) Anatomische Lokalisation perihilarer cholangiozellularer Karzinome (Blau)

(C) Anatomische Lokalisation extrahepatischer cholangiozelluldrer Karzinome (Orange)
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Eine genauere anatomische Klassifizierung der hepatozellularen Tumore erfolgt dagegen
nicht. CCCs werden auflerdem aufgrund ihrer makroskopischen Erscheinung genauer
eingeteilt. Nach der Liver Cancer Study Group of Japan (LSCGJ) kann eine Einteilung in
»,mass-forming®, ,periductal-infiltrating“ und ,intraductal-growing“ vorgenommen werden. Nach
dem American Joint Commitee on Cancer (AJCC) und der Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) muss neben diesen Formen als eine Weitere ein ,gemischter Typ“ bedacht
werden (Cardinale et al.,, 2013). Neben einer makroskopischen Klassifizierung ist eine
zusatzliche Einteilung nach histologischen Gesichtspunkten mdglich. Histomorphologisch
stellen sich CCCs als Adenokarzinome mit guter, maRiger oder schlechter Differenzierung dar.
Dabei sind besonders zwei verschiedene Differenzierungen zu unterscheiden.
Cholangiozellulare Karzinome mit zylindrischen, Muzin-produzierenden Drisen und
Karzinome mit kubischen, nicht Muzin-produzierenden Driisen (Cardinale et al., 2013). Bisher
ergeben sich aus der histopathologischen Differenzierung jedoch keine therapeutischen

Konsequenzen.

1.2.1 Cell of origin (COO)

Wie bereits genauer beschrieben, zdhlen CCCs zu den zwei grof3ten Subgruppen der
primaren Lebermalignome. Dennoch ist der urspringliche Zelltyp, die sogenannte ,cell of
origin®, aus denen sie hervorgehen, gegenwartig nicht eindeutig identifiziert. Im Folgenden soll
die Herkunft cholangiozellularer Karzinome naher betrachtet werden. In Abgrenzung vom
HCC, das von den Hepatozyten ausgeht, wurde beim CCC aufgrund der
histomorphologischen Differenzierung lange davon ausgegangen, dass es sich um eine
.epitheliale Krebsart der Gallengange* handelt und diese somit auf Cholangiozyten zurtickgeht
(Y. Zhu & Kwong, 2020). Die Epithelzellen der Gallengénge werden hierbei als Ursprung
angesehen (Okuda et al., 2002). Neben einer direkten Herkunft aus den Gallengangen werden
aufgrund von molekularen Gemeinsamkeiten zwischen HCCs und CCCs auch gemeinsame
Ursprungszellen diskutiert. In Frage kommen daflr sogenannte Vorlauferzellen (liver
progenitor cells) und Stammzellen (stem cells) (Blechacz & Gores, 2008; Coulouarn et al.,
2012). Auch in anderen Tumorarten, wie beispielsweise dem Kolonkarzinom,
Prostatakarzinom oder Glioblastom gelten Vorlauferzellen der Parenchymzellen als
Ursprungszellen (Moeini, Haber, & Sia, 2021). Des Weiteren liegen Erkenntnisse vor, dass
intrahepatische CCCs neben Cholangiozyten und Vorlauferzellen auch aus Hepatozyten
entstehen konnen (B. Fan et al., 2012; Moeini et al., 2021; Sekiya & Suzuki, 2012). In genetisch
modifizierten Mausmodellen konnten gezeigt werden, dass sowohl Cholangiozyten wie auch
Hepatozyten als Ursprungszellen fir CCCs dienen konnen (Y. Zhu & Kwong, 2020). Als Fazit
bleibt, dass wahrscheinlich verschiedene Zelltypen innerhalb der heterogenen Gruppe der

CCCs als Ursprungszellen in fungieren kénnen. Mit dem Wissen Uber die zugrundeliegenden
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Herkunftszellen koénnte in Zukunft eine genauere Differenzierung der verschiedenen

Tumorentitaten maglich sein.

1.2.2 Mutationen in der Hepatokarzinogenese

Bei allgemeiner molekularpathologischer Betrachtung von Malignomen fallen haufig
auslosende spezifische Mutationen auf. Diese verursachen unter anderem eine fehlende
Regulation von Wachstum, Differenzierung und Zelltod in den betroffenen Zellen.
Verantwortlich sind dabei besonders sogenannte Tumorsuppressor- und Protoonkogene.
Protoonkogene fungieren als eine Art Vorstufe von Onkogenen, da diese erst nach einer
erfolgten Mutation als Onkogen agieren. Dabei kann die Art der Mutationen sehr vielfaltig sein.
So kdnnen beispielsweise Punktmutationen oder Translokationen auf Chromosomenebene
zur Aktivierung der Protoonkogene fiihren (Torry & Cooper, 1991). Dieser Vorgang wird auch
als ,gain-of-function” bezeichnet. Als bekannte Onkogene gelten zum Beispiel Gene der Ras
Proteinfamilie. So finden sich in humanen Lungenkarzinomen h&ufig aktivierende Mutationen
im KRAS-Gen (Roméan et al., 2018). Tumorsuppressorgene hingegen verhindern, als
Gegenspieler zu den Onkogenen, ein ungebremstes Wachstum oder sorgen fir den Abbau
von fehlerhaftem  Material. Nach einer , loss-of-function® Mutation eines
Tumorsuppressorgenes ist diese Funktion eingeschrankt und erleichtert dadurch ein
tumoroses Wachstum (Ghosh et al., 2017).

Eine Mutation im Tumorsuppressorgen TP53 ist sowohl in HCCs wie auch in CCCs haufig
identifizierbar (Cancer Genome Atlas Research Network, 2017; Churi et al., 2014; Fujimoto et
al.,, 2012). In HCCs steht der von p53-abhédngige Signalweg an zweiter Stelle der am
haufigsten veranderten Signalwege (Guichard et al., 2012). Innerhalb des p53 Signalweges
finden sich sowohl in HCCs als auch in CCCs die Mutationen am hdaufigsten im

Tumorsuppressorgen TP53 (Zou et al., 2014).

Weiter wurden Mutationen in 8-CATENIN fir die HCC Entstehung und Mutationen in KRAS
fur die CCC Entstehung nachgewiesen (Nault & Zucman-Rossi, 2011). KRAS-Mutationen
zeigen mit einem Vorkommen von bis zu 25 % in intrahepatischen und mit 12 % in
extrahepatischen  cholangiozellularen  Karzinomen eine deutliche Haufung. In
Gallenblasenkarzinomen konnten dagegen zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Mutationen im
KRAS-Gen nachgewiesen werden (Nakamura et al., 2015). Verglichen mit HCCs, in denen
eine Mutation von KRAS in 1,6 % der untersuchten Falle gezeigt werden konnte, scheint der
RAS-Signalweg somit vorwiegend in CCCs von relevanter Bedeutung fur die
Tumorentstehung zu sein (Guichard et al., 2012; Zou et al., 2014). Jedoch konnte im
Gegensatz zu diesen Studien in der Arbeit des Cancer Genome Atlas Research Network
durch eine breite Analyse von Signalwegen auch in hepatozellularen Tumoren die Gene RAS,

RAF, MAPK und PI3K als haufiger mutiert aufgezeigt werden (Cancer Genome Atlas Research
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Network, 2017). Dies zeigt eine potenziell relevante Bedeutung der RAS-abhéngigen
Signalwege auch fir die Karzinogenese von HCCs. CCCs mit Mutationen in TP53 sowie in
KRAS zeigen laut der von Zou et al. (2014) durchgefiihrten Studie ein deutlich schlechteres
Langzeitliberleben des Patienten (Zou et al., 2014). Neben Mutationen in TP53 und RAS-
Genen konnten auch Mutationen in Genen mit indirektem Einfluss auf die Proliferation, wie im
Wachstumsfaktor TGFB mit einem kirzeren Uberleben in Verbindung gesetzt werden (Boerner
et al., 2021).

In Mischtumoren mit hepatozellularen und cholangiozellularen Anteilen konnte in bis zu 25 %
der analysierten Tumore eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges beobachtet werden
(Coulouarn et al., 2012). In HCCs konnte der Wnt/B-Catenin-Signalweg als der am haufigsten
veranderte Signalweg identifiziert werden. Als haufigste auftretende Mutation innerhalb des
Wnt/B-Catenin-Signalweges konnten Mutationen im CTNNB1 Gen nachgewiesen werden
(Marguardt, Andersen, & Thorgeirsson, 2015). AuRerdem konnte in CCCs und HCCs eine
Assoziation zwischen den gemeinsam auftretenden Mutationen im RPS6KA3 (Ribosomal
Protein S6 Kinase A3) und im AXIN1 Gen dargestellt werden. Das RPS6KA3 Gen kodiert flr
die ribosomale S6 Protein Kinase 2 (RSK2), welche funktional dem MEK/ERK-Signalweg
zugeordnet werden kann. Dies deutet einen Zusammenhang zwischen der Signaltransduktion
von RAS uber MAPK nach Inaktivierung von RSK2 und dem Wnt/B-Catenin-Signalweg an.
(Guichard et al., 2012) Bei Betrachtung des RAS/PI3K-Signalweges in Sequenzierungsdaten
von HCCs und CCCs konnten Differenzen der Mutationsfrequenzen beobachtet werden.
Wahrend in CCCs die am haufigsten mutierten Stellen des RAS/PI3K-Signalweges in KRAS
und PTEN zu finden sind, liegt in HCCs am haufigsten das bereits erwahnte RPS6KA3 Gen

mutiert vor (Zou et al., 2014).

Andere durchgefiihrte Studien und Analysen von CCCs zeigten unter anderem Mutationen in
den Tumorsuppressorgenen TP53 und PTEN sowie in den Onkogenen KRAS, BRAF und
IDH1 und 2 (Borger et al., 2012; Farshidfar et al., 2017). Mutationen in KRAS, IDH1 und PTEN
werden in intrahepatischen CCCs auch als sogenannte ,driver mutations® angesehen
(Marguardt et al., 2015). Auf die verschiedenen Untergruppen des CCCs bezogen sind
Mutationen in IDH1 (Isocitratdehydrogenase 1) und IDH2 (Isocitratdehydrogenase 2) vor allem
haufig in intrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen vertreten. Seltener konnten diese
Mutationen auch in extrahepatischen CCCs nachgewiesen werden (Borger et al., 2012; Kipp
et al., 2012). Patienten mit intrahepatischen CCCs und bestétigten IDH1 und IDH2 Mutationen
zeigten im Vergleich zu CCCs ohne diese Mutationen ein verlangertes Uberleben (Kipp et al.,
2012; Wang et al., 2013). Ein Nachweis von IDH1 und IDH2 Mutationen war bisher unter
anderem fur Gliome und myeloische Leuk&mien aber seltener fur solide Tumore bekannt
(Wang et al., 2013). Mutationen in TP53 hingegen scheinen vermehrt in

Gallenblasenkarzinomen vertreten (Jiao et al., 2013; Nakamura et al., 2015).
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Sequenzierungsstudien von humanen cholangiozellularen Tumoren konnten auf3erdem
Unterschiede bei Mutationsfrequenz und Vorkommen mit potenziellen Risikofaktoren in
Zusammenhang bringen. So konnte fiir CCCs beispielsweise eine Mutation in TP53 haufiger
bei Patienten mit einer parasitaren Infektion des Opisthorchis viverrini beobachtet werden
(Chan-On et al., 2013). Gegenteilig ist eine Haufung von IDH1 und IDH2 Mutationen bei CCCs
auf Basis einer Leberegelinfektion, die nicht durch den Parasiten Opisthorchis viverrini
verursacht wurde, auffallend (Chan-On et al., 2013). Ferner konnte eine TP53 Mutation fur
CCCs und auch HCCs haufiger in Bezug zu einer Infektion mit HBV gesetzt werden (J. Huang
et al., 2012; Marquardt et al., 2015; Zou et al., 2014).

Als weitere haufig mutierte Gene in HCCs und CCCs wurden Gene mit Beteiligung an der
Chromatin-Remodellierung entdeckt. Fir HCCs konnten diese Gene als dritthaufigste
Mutationsstelle nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei insbesondere um Gene, die fur
die Proteine ARID1A und ARID2 kodieren. Beide sind Teil des SWItch/Sucrose Non-
Fermentable (SWI/SNF) -Remodellierungskomplexes, fur den zuvor Tumorsuppressor-
funktionen aufgezeigt werden konnten. Derartige Mutationen sind bereits aus Karzinomen des
Magens, der Ovarien und der Blase bekannt (Fujimoto et al., 2012; Guichard et al., 2012; Jiao
et al., 2013). In der durchgefuihrten Studie von Fujimoto et al. (2012) konnten Mutationen in
Chromatin-Regulatoren, wie beispielsweise ARID1A und ARID2 in circa 50 % aller
untersuchten HCCs nachgewiesen werden (Fujimoto et al., 2012). ARID2 zeigte sich in HCV
positiven HCCs als haufig mutiert (J. Huang et al., 2012). Neben diesen beiden Genen konnte
mit BAP1 ein weiteres fiir die Chromatin-Modellierung relevantes Gen in CCCs nach
Leberegelinfektion als mutiert nachgewiesen werden. Auch BAP1 agiert als Tumorsuppressor
(Chan-On et al., 2013). Zum Teil konnte in HCCs auch eine gleichzeitig vorliegende Mutation
des TP53- und des ARID1A-Gens nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang beider
Mutationen ist nicht auszuschlieRen (J. Huang et al., 2012; Zou et al., 2014). Neben den
beschriebenen heterogenen Mutationen konnten in intrahepatischen CCCs FGFR2
Genfusionen beobachtet werden. In intrahepatischen CCCs stellen sie die haufigsten
wiederkehrenden nachweisbaren Veranderungen dar, wahrend sie in anderen primaren
Leberkarzinomen selten nachgewiesen wurden (Boerner et al., 2021; Marquardt et al., 2015;
Sia et al.,, 2015). Da sowohl in CCCs als auch in HCCs bisweilen gleiche, aber auch
unterschiedliche Mutationen detektiert werden konnten, sind eigene, separate sowie
gemeinsame, molekulare Mechanismen fur die Karzinogenese denkbar. Fir die Pravalenz der
einzelnen Mutationen scheint ein Zusammentreffen des genetischen Hintergrundes und der
personlichen Exposition gegentber Risikofaktoren ausschlaggebend zu sein (Zou et al.,
2014).

Hiermit wurden nur einige der haufigsten bekannten Mutationen erwahnt. Weitere seltenere

Mutationen sorgen flr eine breite Heterogenitat innerhalb der Lebermalignome und auch
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innerhalb der einzelnen histologischen Subtypen (Jiao et al., 2013). So sind im Durchschnitt
40 genomische Auffalligkeiten pro hepatozellularem Karzinom bekannt. Allerdings ist zum
jetzigen Zeitpunkt keine alleinige Mutation bekannt, die bei mehr als 25 % der untersuchten
Karzinome vorliegt (Boerner et al., 2021). Zu beachten ist auRerdem, dass nicht jede entdeckte
Mutation und Verédnderung als eine fir die Hepatokarzinogenese entscheidende Mutation,

eine sogenannte ,driver mutation®, anzusehen ist (Llovet et al., 2016).

Therapeutisch steht bei nicht chirurgisch resektablen CCCs, wie bereits zuvor erwahnt, mit
Gemcitabin und Cisplatin eine standardmafige systemische Chemotherapie in Kombination
mit dem Immuncheckpoint-Inhibitor Durvalumab zur Verfugung (Oh et al., 2022; Razumilava
& Gores, 2014). Bei fehlendem Ansprechen der Erstlinientherapie liegen je nach Art der
vorliegenden Verénderungen verschiedene Therapieoptionen vor. Der Ansatz der
personalisierten Medizin mit der sogenannten ,targeted therapy” flr eine gezielte systemische
Behandlung ist deshalb von grof3er Bedeutung. In den letzten Jahren konnte fur einige
haufigere Mutationen eine gezielte Therapiemdglichkeit entwickelt und so der Schritt in
Richtung einer gezielten personalisierten Therapie unternommen werden. Zum jetzigen
Zeitpunkt werden diese nur im palliativen Setting eingesetzt. Fir CCCs mit nachgewiesenen
FGFR2-Mutationen wurde der Kinaseinhibitor Pemigatinib etabliert (Abou-Alfa et al., 2020;
AWMF, 2023; Bekaii-Saab et al., 2020; Hoy, 2020). Weitere personalisierte Therapien sind
unter anderem vorhanden mit Dabrafenib bei BRAF-Mutationen und Ivosidenib bei IDH1-
Mutationen (AWMF, 2023; Subbiah et al., 2020; A. X. Zhu et al., 2021). Bei den vorhandenen
Mdglichkeiten einer gezielten personalisierten Therapie ist eine Sequenzierung der Tumoren

nach Diagnosestellung fir die weitere Therapieplanung sinnvoll.

1.3 Der RAS-Signalweg im CCC

Wie zuvor beschrieben, liegen der Karzinogenese zumeist eine oder mehrere Mutationen in
relevanten Genen zugrunde. Durch diese Mutationen erfolgt die Aktivierung oder Inaktivierung
bestimmter fur die Zelle notwendiger Signalwege. In diese als Netzwerk organisierten
Sighalwege sind viele einzelne Proteine eingebunden. Zudem bestehen zwischen den
einzelnen Signalwegen Verbindungen und andererseits auch Umgehungswege oder kénnen
bei Aktivierung und Inaktivierung neu zustande kommen. Die zuvor erwahnten
molekulargenetischen Analysen der verschiedenen Lebertumorentititen zeigten vor allem in
CCCs eine haufig vorliegende Mutation im KRAS-Gen (Farshidfar et al., 2017; Nakamura et
al., 2015; Nault & Zucman-Rossi, 2011). Auch konnten Mutationen in weiteren Teilen der RAS-
abhangigen Signalwege detektiert werden (Cancer Genome Atlas Research Network, 2017,
Guichard et al., 2012). Nachfolgend sollen die RAS-Proteine und die zugehérigen Signalwege
detaillierter besprochen werden. Ein Schwerpunkt ist dabei die genauere Betrachtung des

spater untersuchten RAF/MEK/ERK-Signalweges.
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Bei der Gruppe der RAS-Proteine handelt es sich um mehrere verschiedene monomere
G-Proteine, die in zahlreichen humanen Tumoren mutiert sein kénnen. Dazu gehéren die
Protein-Isoformen HRAS, NRAS, KRAS4A und KRAS4B. Die verschiedenen Formen von
KRAS kommen durch alternatives Splicing zustande (Degirmenci, Wang, & Hu, 2020). Durch
die RAS-Proteine werden mehrere Signalkaskaden aktiviert. Zu den wichtigsten
RAS-abhéngigen Signalwegen gehéren dabei der RAF/MEK/ERK-Signalweg und der
PI3K/AKT-Signalweg. Beide wurden haufig in Tumoren als genetisch veréandert nachgewiesen
(Sanchez-Vega et al.,, 2018). Wie zuvor beschrieben konnten Auffalligkeiten beider
Sighalwege fur HCCs und CCCs aufgezeigt werden (Ally et al., 2017; Guichard et al., 2012).
Bei KRAS und seinen nachfolgenden Signalwegskomponenenten handelt es sich um wichtige
molekulare Bestandteile zur Aktivierung von Zellwachstum und Zellproliferation (Chung et al.,
2016; Razumilava & Gores, 2014; S. Yang & Liu, 2017). RAS-Proteine befinden sich auf der
zytoplasmatischen Seite der Membran und fungieren als Schalter und Signalwandler.
Funktionell handelt es sich bei den RAS-Proteinen um GTPasen (Degirmenci et al., 2020).
Durch Bindung von GTP (Guanosintriphosphat) liegt ein aktiver Zustand vor, die sogenannte
aktive Konstitution. Die Bindung erfolgt unter Einfluss des guanine exchange factor (GEF)
Proteins SOS1 (Degirmenci et al., 2020). Nach Ablauf der hydrolytischen Spaltung zu GDP
(Guanosindiphosphat) kann wieder eine Inaktivierung erreicht werden (Vetter & Wittinghofer,
2001). Die in verschiedenen Karzinomen beobachtete Mutationen innerhalb der RAS-
Proteinfamilie befinden sich zu 85 % in KRAS gefolgt von NRAS mit 12 % (Degirmenci et al.,
2020). Wird durch eine Mutation im zugrundeliegenden Gen von beispielsweise der Isoform
KRAS die hydrolytische Aktivitat eingeschrankt, so kann dies dazu fiihren, dass KRAS
konstitutiv aktiviert vorliegt. Eine Inaktivierung ist nicht mehr méglich. Dies hat zur Folge, dass
auch die nachgeschalteten Kinasen der Signalwege durch Phosphorylierung dauerhaft aktiv
sind. Dadurch kommt es zu einer ungebremsten Proliferation und einem verlangerten
Uberleben der betroffenen Zellen. Deshalb wird furr konstitutiv aktives KRAS oftmals auch der
Begriff des onkogenen KRAS verwendet (Degirmenci et al., 2020). Fur die vorliegende Arbeit
steht die Bedeutung eines des wichtigsten RAS-abhdngigen Signalwege, der

RAF/MEK/ERK-Signalweg, fur die hepatische Karzinogenese im Mittelpunkt.

Der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg setzt sich aus den Proteinkinasen RAS, RAF, MEK und
ERK in der genannten Abfolge zusammen (Abbildung 2). Diesem Signalweg wird ein wichtiger
Beitrag zur zellinternen Kontrolle der Zellproliferation, Differenzierung und Uberleben
zugeschrieben (S. Yang & Liu, 2017). Auf die Besonderheiten der RAS-Proteinfamilie wurde
bereits eingegangen. Als wichtiger Vertreter der Familie besteht RAF wie auch RAS aus
mehreren Anteilen (A-RAF, B-RAF, RAF-1). Zur Gruppe der MEK-Proteine werden MEK1,
MEK2, MEK3, MEK4 und MEK5 gerechnet. Weiter werden JNK1/2/3, ERK1/2, ERK5 sowie
P38 MAPK zur ERK Familie gezahlt, wobei in der hier beschriebenen Signalkaskade

10



Einleitung

vornehmlich ERK1/2 eine wichtige Rolle einzunehmen scheint (S. Yang & Liu, 2017). Die
Aktivierung der verschiedenen Kinasen erfolgt bei jedem Schritt dieser Kaskade durch
Phosphorylierung. Erfolgt die Phosphorylierung von ERK1/2 zu phospho-ERK1/2 (P-ERK) hat
dies multiple Folgeeffekte, wie beispielweise eine gesteigerte Proliferation, Differenzierung
oder ein langeres Zelliberleben zur Folge (S. Yang & Liu, 2017). Neben dem beschriebenen
aufeinander folgenden Aktivitatsverlauf der Kinasen existieren selbstregulierende
gegenlaufige Feedback-Schleifen. Einerseits wird somit ein direkter Effekt auf RAS mit dem
GEF ausgeiibt, anderseits besteht durch eine weitere Phosphorylierung von RAF ein
negatives Feedback mit nachfolgender Hemmung des Signalweges (Degirmenci et al., 2020).
Neben diesen genannten Feedback-Schleifen ist auch eine Ruckkopplung auf die MEK
Proteine bekannt (S. Yang & Liu, 2017). Sowohl fur den RAF/MEK/ERK, als auch fur den
PI3K/AKT-Signalweg ist bereits bei anderen Tumorentitdten bekannt, dass sie haufig fur die
Tumorentstehung zumindest mitverantwortlich sind. So wurde zum Beispiel nachgewiesen,
dass bei Pankreastumoren eine spezifische Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges relevant
ist, wahrend in Lungentumoren der MEK/ERK-Signalweg eine gro3ere Rolle zu spielen scheint
(Eser et al., 2013). Fur Tumoren der Leber ist bisher noch nicht bekannt, welcher Signalweg
fur die Tumorentstehung hauptséchlich relevant ist.
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Ras-abhangigen Signalwege PI3K/AKT und MEK/ERK
in Anlehnung an (Technology, 2003).
Durch Bindung eines Wachstumsfaktors an den in der Zellmembran lokalisierten Rezeptor

beginnt die Signaltransduktion Gber RAS. Die Phosphorylierung der Signalwegkomponenten
(symbolisiert durch (P)) fungiert als Aktivierung der Kinasen. Exemplarische Darstellung des
PISK/AKT- und der MEK/ERK-Signalweges fur zwei mdgliche Abfolgen der RAS abhéangige
Signaltransduktion.
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1.4 Mausmodelle

1.4.1 Tierversuche
Fur die im Folgenden beschriebenen durchgefihrten Tierversuche wurden Mause als
Versuchstiere verwendet. Tiermodelle im Allgemeinen sind fir die Analyse von Karzinomen
besonders gut geeignet, da sie eine Untersuchung grundlegender Prinzipien und Abléaufe in
vivo ermdglichen. In vivo durchgefiihrte Forschung erzielt realistische Ergebnisse, da
Faktoren, wie beispielsweise der Einfluss der intrazellularen Umgebung sowie auch externe
Umweltfaktoren miteinbezogen werden koénnen. Die Darstellung und Analyse der in einem
Organismus stattfindenden komplexen Zusammenhange ist dadurch mdglich. Die Maus (mus
musculus) ist mit rund 61 % aller Tierversuche in Europa die fir Experimente am meisten
verwendete Tierart (Vetmeduni, 2016). Weiter gilt die Maus als das genetisch am besten
studierte und analysierte Saugetier (Eppig, 2017). Bei einer vollstandigen Sequenzierung des
Mausgenoms ergab sich eine bis zu 99 % Ubereinstimmung mit dem menschlichen Genom
(Hall, Limaye, & Kulkarni, 2009). Dies ist besonders ausschlaggebend fiir den umfangreichen
Einsatz im Tierversuch. Ein weiterer Grund fur die haufige Verwendung von Mausen ist die mit
Hilfe verschiedener Techniken leicht durchflihrbare Manipulation des Genoms (siehe 1.4.2).
Fur Tierversuche mit genetisch veranderten Tieren sind Mause auch deshalb geeignet, da
durch eine schnelle Fortpflanzung und groRe WurfgroRen innerhalb einer relativ kurzen
Zeitspanne ausreichend dimensionierte Versuchsgruppen aufgebaut werden konnen (Eppig,
2017; Hall et al., 2009). Dies erspart nicht nur Zeit, sondern auch Ressourcen wie Platz fur
Haltung und Versorgung der Tiere. Dennoch darf dabei nicht vergessen werden, dass
aufgrund der zwar geringen, aber vorhandenen Unterschiede im Genom und fehlenden
Umweltfaktoren, Ergebnisse aus Tierversuchen nicht direkt und Kkeinesfalls ohne
Einschrankungen auf den Menschen Ubertragbar sind. Weiter muss beachtet werden, dass
zwar durch eine kurze Reproduktionszeit schnell gréRere Kohorten erreicht werden kénnen,
die Zahlen der Versuchstiere in offiziellen Tierversuchen jedoch durch das Tierschutzgesetz
eingegrenzt sind. Einzelheiten regelt die Tierschutz-Versuchstierverordnung — TierSchVersV
(Bundesamt fur Justiz, 2021). Danach sind Tierversuche in Deutschland nur nach
zugelassenem Tierversuchsantrag moglich. Dies verhindert konsequent unnétiges Leiden der

Tiere und fordert Gberlegtes Handeln in deutschen Laboratorien.

1.4.2 Genetisch modifizierte Tiermodelle
In vielen Tierversuchen werden heutzutage genetisch modifizierte Mause verwendet. Hierbei
sind grundsatzlich zwei verschiedene Ansétze zu unterscheiden. Eine Variante stellt die
gezielte Modifikation eines bestimmten Gens dar. Hierbei wird durch gezielte Manipulation von

Genen eine vererbbare Modifikation des Genoms erreicht. Meist handelt es sich dabei um
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sogenannte Knock-in-, Knock-out- oder seltener auch Knock-down-Mé&use. Wie der Name
schon andeutet, werden dabei wahlweise Gene eingebracht, entfernt oder unterdrtickt (Doyle,
McGarry, Lee, & Lee, 2012). Dies erfolgt unter anderem durch Nutzung des Prinzips der
homologen Rekombination (Hall et al., 2009). Auf in vitro kultivierte Maus-Stammzellen wird
ein extra produzierter Inaktivierungsvektor Ubertragen, der unter anderem das zu
inaktivierende Gen enthalt. Dieser Genabschnitt tragt entweder eine Mutation, die eine
Transkription verhindert oder so mutiert ist, dass nach Ablesen ein defektes Gen entsteht.
Durch homologe Rekombination erfolgt nur in Teilen eine Rekombination des ,veranderten®
Gens mit entsprechenden Stellen im funktionierenden Genom. Mit verschiedenen Markern
lasst sich eine erfolgreiche Rekombination nachweisen. Stammzellen mit erfolgreicher
Rekombination kdnnen nun in einer Empfangermaus ausgetragen werden (Doyle et al., 2012).
Durch Kreuzen der Tiere ist der Erhalt homozygoter Tiere mit verandertem Genlocus maglich.
Neben inaktivierenden Mutationen besteht auch die Méglichkeit auf eine vergleichbare Weise
aktivierende Mutationen einzubringen. (Hall et al., 2009; Tong, Huang, Ashton, Li, & Ying,
2011). Durch diese gezielte Verdnderung kénnen annahernd realistische Verhéaltnisse flr
maogliche Vergleiche mit dem Menschen geschaffen werden.

Eine weitere Variante ist die Verwendung von transgenen Mausen. Dabei erfolgt der Einbau
eines Transgens gezielt oder ungezielt. Bei einer ungezielten Veranderung erfolgt die
Manipulation nicht an einer bestimmten Stelle, sondern findet an einer zufalligen Stelle im
Genom statt. Durch die im Vergleich zur gezielten Genmanipulation ungenaueren Methode
sind groRere Schwankungen in der Expression der verdnderten Gene moglich. (Hall et al.,
2009; Kumar, Larson, Wang, McDermott, & Bronshteyn, 2009)

Weitere Unterscheidungen lassen sich bei Betrachtung der Expression aufzeigen. In
sogenannten konstitutiven oder auch konventionellen Knock-out Modellen betrifft der
Knock-out alle Zellen und Organe des Organismus. Entstehende Effekte sind daher nicht
eindeutig den Genveranderungen zuzuordnen (Robert Lukowski, 2005). Hingegen
exprimieren  konditionale  beziehungsweise  konstitutionelle  Modelle  genetische
Veranderungen organspezifisch oder erst nach Induktion (McLellan, Rosenthal, & Pinto, 2017;
Metzger, Clifford, Chiba, & Chambon, 1995). Diese gewebespezifischen Veranderungen,
durch beispielsweise das im Folgenden beschriebene Cre/loxP System, erlauben eine klarere
Zuordnung zu Zielfunktionen der veranderten Gene oder speziellen Zelltypen (Hall et al., 2009;
Robert Lukowski, 2005).

1.4.3 Crel/loxP-System als Beispiel fir Rekombinationssysteme
Ein aufgrund seiner Einfachheit und Effektivitat haufig verwendetes Rekombinationssystem ist
das sogenannte Cre/loxP-System (McLellan et al., 2017). Daftir werden in den meisten Féallen

zwei genetisch verdnderte Mauslinien benétigt (Robert Lukowski, 2005): Eine Zielmaus mit
14



Einleitung

.gefloxten Genen und eine Linie mit exprimierender Cre-Rekombinase. In der Zielmaus
werden die gewlnschten Gene mit loxP- (locus of X-over of P1) Erkennungssequenzen
flankiert (,gefloxt). Dabei handelt es sich um spezifische Sequenzen, die ihren Ursprung im
Bakteriophagen P1 haben (Sauer & Henderson, 1988). Diese kdnnen durch die
Cre-Rekombinase detektiert, anschlieend herausgeschnitten, und folglich deaktiviert werden.
Das ,Floxen® spezieller Bereiche im Genom wird durch homologe Rekombination embryonaler
Stammzellen erreicht (McLellan et al., 2017; Robert Lukowski, 2005). Durch das ,Floxen® der
Bereiche ist das Gen in seiner Funktion nicht beeintrachtigt. Erst durch Kreuzen mit einer
gewebsspezifische Cre-Rekombinase enthaltenden Maus, beziehungsweise gezielte
Expression einer Cre-Rekombinase wird das Herausschneiden des Bereichs in den Zielzellen
ermoglicht (Nagy, 2000). Relevant fiir die Durchfiihrung gezielter Versuche sind eine sichere
Gewebsspezifitat sowie die Mdglichkeit eines kontrollierten Zeitpunktes der Rekombination.
Die in den durchgefiihrten Versuchen benétige Gewebsspezifitat fir Lebergewebe wurde
durch die Verwendung des leberspezifischen Albumin-Promotors (AIbC®ER) oder des
ApoE-Promotors (pTA-Cre) erreicht.

Um einen kontrollierbaren Beginn der Rekombination zu erreichen, wurden Liganden-
aktivierbare Fusionsproteine mit Cre-Rekombinasen entwickelt (Feil et al., 1996; Kim, Kim, Im,
& Fang, 2018). In dieser Arbeit werden Cre-Rekombinasen mit Bindungsdoméanen fir
Ostrogenrezeptormodulatoren verwendet. Als Ostrogenrezeptormodulator wurde Tamoxifen
eingesetzt. Das entstandene Fusionsprotein wird als CreER™ oder auch CreERT bezeichnet
(Kim et al., 2018). Hierdurch kommt es erst nach einer Tamoxifengabe zur Expression der

Cre-Rekombinase und somit folglich zu einer zeitpunktkontrollierten Rekombination.

Um Mause verwenden zu konnen, die keine im Genom verankerte Cre-Rekombinase
exprimieren, gibt es Mdglichkeiten einer nachtraglichen Einbringung einer Cre-Rekombinase
zum Beispiel durch virale Vektoren. Hierbei kann unter anderem auf ein Cre-exprimierendes
Adenovirus zurtickgegriffen werden. Der Einsatz von viralen Vektoren ist ein haufiges
Herangehen (Anton & Graham, 1995; Sheahan, Bellamy, Dunbar, Harrison, & Prost, 2007).

Eine Methode, speziell Hepatozyten genetisch zu veréndern, ist die hydrodynamische
Schwanzveneninjektion, die ein Transfektion von Leberzellen in vivo erlaubt. Hierbei erfolgt
die zlgige Injektion eines im Vergleich zum Korpergewicht der Maus grof3en Volumens
(Volumen entspricht 10 % des Korpergewichts) Uber die Schwanzvenen. Durch das Ausmaf3
des Injektionsvolumens findet Ubergangsweise ein Rickwartsversagen des Herzens statt,
wodurch ein Volumenriickstau tUber die Vena cava inferior bis in die Lebervenen erfolgt.

Aufgrund des Rickstaus kann eine Transfektion der Hepatozyten erfolgen.

Zur spezifischen Einbringung einer aktivierbaren Cre-Rekombinase in Hepatozyten wurde ein

Vektorplasmid mit einer Ostrogenrezeptor (ER)-gekoppelten Cre-Rekombinase unter
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Kontrolle eines modifizierten ApoE-Promotors (pTA-CreER) verwendet (Ehmer et al., 2014).
Das verwendete Transposon-System mit der sleeping beauty Transposase gewahrleistet eine
Integration des Konstruktes in das Wirtsgenom und eine damit verbundene effektive
Transfektion der Leberzellen. Die Sleeping Beauty (SB) Transposase ist ein synthetisches
Transposon, das basierend auf Sequenzen transpositionell inaktiver Elemente konstruiert
wurde (lvics & lzsvak, 2015). Sie interagiert mit Erkennungssequenzen am jeweiligen Ende
der DNA-Sequenz, schneidet diese aus und integriert sie an einer neuen Stelle im Genom.
Diese kann im Selben, aber auch in einem anderen DNA-Molekul liegen. Die Insertion erfolgt
an spezifischen Erkennungssequenzen, sogenannten TA-Dinukleotiden, die im Genom weit
verbreitet sind (lvics & Izsvak, 2015). In den Versuchen zu dieser Arbeit wird die hyperactive
sleepy beauty transposase 5 (HSB5) verwendet, um eine Integration der ApoE-CreER-
Gensequenz in das Hepatozyten-Genom zu erreichen.

1.4.4 CCC- und HCC-Mausmodelle

Fur die Analyse hepatischer Tumoren im Mausmodell stehen verschiedene genetische
Modelle zur Verfiigung. Abhangig von den genetischen Verédnderungen kommt es zu der
Entwicklung von CCCs oder HCCs, wahrend innerhalb einiger Modelle sowohl HCCs als auch
CCCs, teilweise sogar innerhalb eines Versuchstiers, entstehen. In vielen der heutzutage
bekannten CCC-Mausmodellen wird zur Sicherung der Gewebespezifitdt ein
Albumin-Promotor verwendet. Dieser gewdébhrleistet zuverlassig die Leberspezifitat. Haufig
kommt es aber zur Entwicklung von HCCs und CCC innerhalb desselben Modells (Y. Zhu &
Kwong, 2020). Als mogliche Erklarung geben Y. Zhu und Kwong (2020) die Expression von
Albumin in Hepatozyten und in Cholangiozyten sowie auch in Hepatoblasten an. Die im
folgenden beschriebenen Mausmodelle wurden Grol3teils durch Anwendung des zuvor bereits
beschriebenen Cref/lox-over in P1 Systems generiert. Als Promotor fir reine CCC-
Mausmodelle kommen beispielsweise CK19 (Kreatinkinase 19) oder SOX9 (SRX-Box
Transcription Factor 9) in Betracht. Beide Proteine werden in der Leber vorherrschend in
Cholangiozyten exprimiert (Y. Zhu & Kwong, 2020). Der durch Verwendung verschiedener
Promotoren zu erwartende Unterschied konnte anhand eines Mausmodelles mit onkogenem
Kras und Knock-out des Tumorsuppressorgens Tp53 gezeigt werden. Unter Verwendung
eines Albumin-Promotors entwickelten sich gleichermafRen HCCs wie CCCs, wohingegen
unter SOX9 nahezu nur CCCs entstanden. In weiteren Mausmodellen mit CK19 als Promotor
konnten bei einem Knock-out von Tp53 sowie in einem Mausmodell mit onkogenem Kras und
Knock-out von Pten (Phosphatase and Tensin homolog) ausschliel3lich CCCs detektiert
werden. Pten fungiert als Tumorsuppressor und ist an der Regulation des PI3K/AKT-
Signhalweges beteiligt (Y. Zhu & Kwong, 2020). Nicht nur die Art des Promotors scheint fur die

Tumorentstehung und Art der Differenzierung von Bedeutung zu sein. In einem Modell mit
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Verwendung von AlbCre und onkogenem Kras sowie Knock-out von Pten wurde die
Tumorformation durch eine Tamoxifeninjektion initiiert. Erfolgte die Injektion bereits nach zehn
Tagen, entwickelten sich ausschlieBlich CCCs. Eine Tamoxifeninjektion nach 56 Tagen
hingegen hatte zur Folge, dass nur HCCs detektiert werden konnten. Als Unterschied konnte
eine unterschiedliche Transfektion durch Tamoxifen nachgewiesen werden. Bei einer
Tamoxifeninjektion nach zehn Tagen erfolgte eine Transfektion von Hepatozyten und
Cholangiozyten, wohingegen nach 56 Tagen nur Hepatozyten transfiziert werden konnten
(Ikenoue et al., 2016). Dies legt nahe, dass besonders Cholangiozyten in diesem Modell als
Ursprungszellen fir CCCs fungieren. Dieser Theorie entgegenstehend konnte in einem
Mausmodell mit erfolgtem Knock-out von Pten und Tgfbr2 (transforming growth factor beta
receptor 2) unter Verwendung des Hepatozyten-spezifischen Promotors Thg (thyroxine-
binding globulin) ausschliel3lich CCCs nachgewiesen werden (Mu et al., 2016). Dies zeigt auf,
dass auch Hepatozyten als mogliche Ursprungszellen von CCCs in Betracht kommen. Wie
bereits zuvor beschrieben, konnen somit wahrscheinlich mehrere Zelltypen als
Ursprungszellen von CCCs fungieren. Daneben scheint die Tumordifferenzierung Richtung
CCC und HCC von den spezifischen genetischen Veranderungen abzuhangen. Neben der
Wahl des Promotors ist vor allem auch die Art beziehungsweise der Ort der genetischen
Manipulation ausschlaggebend. In sogenannten HTVI (hydrodynamic tail vein injection)
Mausmodellen, bei denen ausschlieBlich Hepatozyten transfiziert werden, konnten mit
aktiviertem AKT in Verbindung mit Yapl ausschlie3lich CCCs beobachtet werden (Yamada et
al., 2015; Yamamoto et al.,, 2017). Im Gegensatz dazu folgte auf eine Kombination von
aktiviertem Akt mit Nras oder Myc zum Teil HCCs und CCCs sowie ausschlie3lich CCCs (Ho
et al., 2012; Yamamoto et al., 2017). Als weitere CCC-Mausmodelle stehen Pten-knock-out in
Kombination mit Tgfbr2-Mutationen zur Verfiigung. Diese Kombination fiihrte zusammen mit
verschiedenen Promotoren wie CK19, Albumin oder Prom1 (prominin 1) sowie mit Thg einzig
zu CCCs (Mu et al., 2016). Lediglich in einer Studie mit Verwendung eines AlbCre-Promotors
konnten neben CCCs auch HCCs detektiert werden (Y. Zhu & Kwong, 2020).
Zusammenfassend stehen zur Analyse von Malignomen der Leber somit einige verschiedene
genetische Mausmodelle zur Verfligung. Die Varianz der Modelle erlaubt eine sowohl
spezifische und auch breitere Untersuchung der verschiedenen Karzinomentitaten. Aul3erdem
ist durch die breite Verwendung verschiedener Tumorsuppressorgene und Signalwege eine

tiefere Analyse moglicher Mechanismen der Leberkarzinomentstehung maoglich.

17



Einleitung

1.4.5 Rbp'o/lox;p53loxlox. KrgstSL-6G12bi+ (RPK)-Mausmodell

In den Versuchen fiir diese Arbeit wurde das bereits bei friiheren Untersuchungen etablierte
Rb'olox; n53loxlox- K g gtSL-G120_Mausmodell (RPK) als Grundlage verwendet. Es handelt sich
dabei um ein CCC-Mausmodell. Dieses Modell wurde mit Hilfe der zuvor beschriebenen
Methoden zur Insertion und Deletion von verschiedenen Genen entwickelt. Bei den Genen Rb
und p53 handelt es sich jeweils um bekannte Tumorsuppressorgene. Sowie bei Rb wie auch
bei p53 ist jeweils ein Exon durch loxP-Stellen (bezeichnet durch ) eingegrenzt. Durch den
Einsatz einer Cre-Rekombinase (Abbildung 3) ist eine Rekombination und damit eine Deletion
des betroffenen Gens moglich (McLellan et al., 2017). Bei Kras handelt es sich, wie bereits
zuvor geschildert, um ein Protoonkogen. Hier kommt es durch die Verwendung einer Cre-
Rekombinase zur Expression von konstitutiv aktivem Kras. Dies wird durch die Verwendung
einer vorgesetzten LoxP-stop-loxP Sequenz (LSL-Kassette) erreicht. Durch den Einsatz der
Cre-Rekombinase erfolgt hier die Deletion der Stop-Sequenz und damit die Expression des
onkogenen KRAS. Hierbei handelt es sich um eine heterozygote Mutation. Einerseits, da vor
der Rekombination kein Ablesen des KRAS-Genes stattfindet und andererseits, da das
Vorhandensein einer funktionierenden Wildtyp Kopie notwendig zum Uberleben ist (Doyle et
al., 2012; Jackson et al., 2001; Krasinskas, Moser, Saka, Adsay, & Chiosea, 2013).

Wie bereits zuvor beschrieben, erfolgt die gewebsspezifische Expression einer induzierbaren
Cre-Rekombinase (CreER) unter Kontrolle des Albumin-Promotors (AIb"tR) und die gezielte
Rekombination zu einem definierten Zeitpunkt durch Injektion von Tamoxifen (Feil et al., 1996;
Kim et al., 2018). Eine weitere durchgeflihrte Versuchsvariante besteht aus einer
Versuchstierpopulation ohne genetisch exprimierte Cre-Rekombinase. In diesem Modell
erfolgt die Expression einer Cre-Rekombinase durch Transfektion der Hepatozyten mit einem
CreER-Plasmid mittels hydrodynamischer Schwanzveneninjektion. Dabei erfolgt eine
genomische Integration der Cre-Rekombinase durch Kombination mit einem bereits
etablierten pc-HSB5-Plasmid-Konstrukt, welches aufgrund katalysierender Eigenschaften eine
stabile Rekombination gewahrleistet. Anders als bei der zuvor beschriebenen Durchfihrung
erfolgt hier die Expression unter Kontrolle eines modifizierten leberspezifischen ApoE-
Promotors (ApoE.HCR.hAAT) (Ehmer et al., 2014; Hubner et al., 2018).

Um eine erfolgreiche Rekombination in den Hepatozyten nach Injektion detektieren zu kénnen,
wurden Tiere mit einem fluoreszierenden YFP-Reportergen unter Kontrolle des Rosa26-
Genlokus verwendet. Die Expression erfolgt nach Deletion einer vorgeschalteten LSL-
Kassette nach gleichem Prinzip wie die bereits beschriebene Expression von onkogenem
Kras. Nach erfolgreicher Aktivierung der Cre-Rekombinase und nachfolgender Rekombination
konnte YFP durch eine Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch detektiert werden (Ehmer et
al., 2014).
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Abbildung 3: Veranschaulichung des verwendeten Cre/loxP Rekombinationssystems
(A) Darstellung des LoxP Rekombinationssystems fiir die Tumorsupressorgene Rb und p53

(Rblox/lox;p53loxllox)

(B) Darstellung des LoxP Rekombinationssystems unter Verwendung von Stop Kassetten zur
Aktivierung von onkogenem KrastS-6120+ ynd YFP (Rosa26SL-YFP)

Die schematische Darstellung des Rekombinationssystems stellt jeweils exemplarisch ein Exon

des betroffenen Gens dar.

1.4.6 RPK;Mek1'°°x:Map2k2”;Rosa26-5-YFP- Mausmodell
Aufbauend auf das zuvor beschriebene bereits etablierte Mausmodell wurde fur die
durchgefiinrten Versuche mit dem RPK;Mek1'™"*:Map2k2’;Rosa26-"*P-Mausmodell
(MEK1/2-Mausmodell) ein weiteres Modell etabliert. Zusatzlich zur Deletion der Gene Rb und
p53 sowie der Expression von onkogenem Kras liegt hier durch Anwendung der Cre/LoxP-
Systems eine Deletion des Map2kl-Gens vor. Des Weiteren ist in diesem Mausmodell ein

konstitutiver Knock-out des Map2k2-Gens erfolgt. Die Manipulation dieser beiden
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Genbereiche sorgt fur eine Beeinflussung der Aktivitat des MEK/ERK-Signalweges. Durch die

Deletion beziehungsweise des Knock-outs erfolgt eine Inaktivierung der Signalkaskade.

RPK RPK;Mek1'>"°x; Mek2"
AIbCER: Rosa26LSLEYFP AIbCER: Rosa 261 SLEYFP

RPK;Mek1/2 - Kontrollleber RPK;Mek1/2 - Tumor

Abbildung 4: Reprasentative Tumore in RPK-Versuchstieren

(A) Reprasentative makroskopische Tumore in RPK-Versuchstieren: RPK- Versuchstier (links);
Mek1/2-defizientes Versuchstier (rechts).

(B) Reprasentative histopathologische Féarbungen mit Hamatoxylin/Eosin  (H&E) von
Lebergewebe von RPK;Mekl'o¥lox:Map2k2/-;AlbCreERT2:Rosa26LSLYFP  Kontrolltieren und
Tumorgewebe von RPK;Mek1'o<ox:Map2k2-;AlbCeERT2:R0sa26SL-YFP  Versuchstieren.
Mafstab 100 pm.
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1.5 Versuchsaufbau in vivo
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung
(A) Versuchsablauf bei Versuchstieren mit RPK;Mek1'°¥lox;Map2k2--;Rosa26-S--YFP-Genotyp

(B) Versuchsablauf bei Versuchstieren mit RPK; Mek1'o¥ox; Map2k2--;AlbCreERT2;Rosa26'St-
YFP-Genotyp

1.5.1 Induzierbare Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Albumin-

Promotors (AlbrER)

Dieser Versuchsaufbau wird bei Versuchstieren mit RPK;Mek1'™/°;Map2k2™;AlpcreERT2.
Genotyp und Kontrolltieren mit RPK;AIb®"®cR™2.Genotyp verwendet. Hier liegt die
Cre-Rekombinase gekoppelt an einen Ostrogenrezeptor (ER) durch Integration in das Genom
bereits in den Hepatozyten vor. Die Expression erfolgt unter der Kontrolle des
leberspezifischen Albumin-Promotors. Durch die einmalige intraperitoneale Injektion von 1 ug
Tamoxifen, einem Ostrogenrezeptormodulator, erfolgt die Expression der Cre-Rekombinase.
Dadurch kommt es zur Deletion der ,gefloxten® Gene (Rb'/%% p53o/ox  \Mek1'©/o%)
beziehungsweise durch die Verwendung einer LSL-Kassette bedingten Expression von
konstitutiv aktivem Kras (McLellan et al., 2017). Eine Injektion der Versuchs- und Kontrolltiere
mit Tamoxifen erfolgt nach Erreichen eines Alters von acht Wochen. Dieser Versuchsaufbau
ist in Abbildung 5 A dargestellt.
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1.5.2 Hepatische Expression einer induzierbaren Cre-Rekombinase durch
Hepatozyten-Transfektion mittels hydrodynamischer
Schwanzveneninjektion

Bei diesem Versuchsaufbau werden Versuchstiere des RPK;Mek1'"*:Map2k2”-Genotyps
und Kontrolltiere mit RPK-Genotyp verwendet. Auch hier erfolgt die Aktivierung mit Hilfe einer
intraperitonealen Tamoxifeninjektion. Zuvor ist jedoch die Injektion eines Plasmids mittels
hydrodynamischer Schwanzveneninjektion (HTVI) notwendig. Es handelt sich um ein Plasmid
mit einer ER-gekoppelten Cre-Rekombinase (mit Sleeping Beauty Transposase), in diesem
Fall unter Kontrolle eines modifizierten ApoE-Promotors (pTA-CreER). Um dabei eine stabile
Rekombination zu erhalten, ist 10-15 Tage spéater die Durchfiihrung einer Tamoxifeninjektion
(1 mg intraperitoneal) an drei aufeinanderfolgenden Tagen erforderlich (Hubner et al., 2018).
Auch in diesem Versuchsaufbau beginnt die Versuchsdurchfiihrung fir die Versuchs- und
Kontrolltiere, hier mit der HTVI, im Alter von acht Wochen. Der genaue Ablauf ist in Abbildung

5 B schematisch dargestellt.

Bei beiden Versuchsvarianten erfolgt die Analyse nach stattgefundener Tumorformation.
Somit kann die Tumorentwicklung und -ausbreitung sowie eine mogliche Metastasen

Entwicklung beobachten werden.
1.6 Versuchsaufbau in vitro

1.6.1 Behandlung von RPK-Tumorzelllinien mit dem MEKZ1/2-Inhibitor
PD0325901

Nach Abschluss der durchgefiihrten in vivo-Tierversuche erfolgte zur weiteren Analyse und
zur Generierung von funktionellen Daten die Durchfiihrung eines in vitro Zellkulturversuches.
Fur die Versuchsdurchfiihrung erfolgte die Kultivierung von vier verschiedenen, aus Tumoren
des RPK-Mausmodells gewonnenen Zelllinien. Alle Zelllinien wurden mit dem MEK21/2-
Inhibitor PD0325901 behandelt.

1.7 Problemstellung

In den letzten Jahren konnten in vielen Bereichen der Tumorforschung zahireiche Fortschritte
erreicht werden: genauere Erkenntnisse uber den Ablauf der Malignomentstehung
und -entwicklung zeigten neue therapeutische Ansatzpunkte auf und erlaubten die
Entwicklung und Testung neuer Medikamente. Dadurch konnten die Therapien einiger
Malignome deutlich verbessert und somit erfreulicherweise haufig auch die Mortalitat gesenkt
werden. Allerdings ist bezuglich der Entstehung von Karzinomen in der Leber Uber den

detaillierten Ablauf der Karzinogenese bisher noch zu wenig bekannt. Mit den dieser Arbeit
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zugrundeliegenden Versuchen sollen die molekularen Mechanismen der hepatischen
Karzinogenese genauer analysiert werden, um fiir eine mogliche spéatere Therapieentwicklung

grundlegende Erkenntnisse zu gewinnen.

Um fur zukinftige Therapien eine mogliche Angriffsstelle zu detektieren, erfolgt durch die
Versuche dieser Arbeit eine gezielte Untersuchung des MEK/ERK-Signalweges. Aufgrund der
bereits vorliegenden Forschungsdaten beziglich des MEK/ERK-Signalweges in der
hepatischen Karzinogenese konnte bei Mek1/2-Deletion eine veranderte oder auch reduzierte
Tumorentwicklung mdglich sein. Anhand der Uberlebensraten in der Versuchstier- und der
Kontrolltiergruppe erfolgt die Analyse der Auspragung und Geschwindigkeit einer moglichen
Tumorentwicklung. Bei Bestéatigung eines verminderten karzinogenen Charakters bei Mek1/2-
Deletion, konnte auch ein Einfluss auf Metastasierungsverhalten vorliegen. Daher wurden
auch Lungen- sowie Peritonealmetastasen der Gruppen analysiert. Tumore, die trotz
vorliegender Mek1/2-Deletion entstanden wurden histologisch untersucht, um den Einfluss des
MEK/ERK-Signalweges auf die Art der Differenzierung festzustellen. Da es bei
ausgeschaltetem MEK/ERK-Signalweg zur Tumorentwicklung kam, missen weitere, die
Karzinogenese fordernde, Signalwege zugrunde liegen oder andere Signalwege zumindest an
der Entstehung beteiligt sein. Um fiir einen spateren Zeitpunkt eine gezielte und effektive
Therapie entwickeln zu konnen, war die differenzierte Darstellung weiterer relevanter

Sighalwege von grol3er Bedeutung.

Diese einzelnen Betrachtungen sollen zusammengenommen eine Schlussbewertung der

Relevanz des MEK/ERK-Signalweges fir die hepatische Karzinogenese erlauben.
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2 Material

2.1 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien fiir die durchgefiihrten Versuche

Reagenz

Hersteller

2-Log DNA ladder (0.1-10.0 kb)
2-Mercaptoethanol

2-Propanol (Isopropanol)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Agarose

Amersham ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagent

Antigen Unmasking Solution (citrat-
basiert)

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Complete Tabletten (EDTA-freier
Protease-Inhibitor)

Dinatriumhydrogenphosphat
Direct-PCR Lysepuffer

Ear lysis buffer

Eosin

Essigsaure

Ethanol absolut

Ethanol (80 %), vergallt

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Glycerol Rotipuran®

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldenburg

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Viagen Biotech, Inc., Los Angeles, CA,
USA

Viagen Biotech, Inc., Los Angeles, CA,
USA

Waldeck GmbH, Miinster
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Briggemann Alcohol GmbH, Heilbronn

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

24



Material

Reagenz

Hersteller

Glycin Pufferan®

Goat Serum G9663

GREENTag® ReadyMix™ PCR
reaction mix

Hamalaun nach Mayer
Hamatoxylin
HCI (Chlorwasserstoff)

HEPES

Isotonische Kochsalzlésung (NaCl)
0,9 %, steril

Kaliumchlorid

Methanol

Miglyol®812
Natriumchlorid

Nonidet® P40 (NP40)
PD0325901 (Mirdametinib)
Pertex Eindeckmedium

Phosphataseinhibitor mix |

Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate

REDTag® ReadyMix™ PCR
reaction mix

Roti® Histol (Histoclear)

Roti®-Histofix 4 % (phosphat-
gepufferte Formalinldsung)

SDS Pellets (Natriumdodecylsulfat),
SYBR®-Green MasterMix Power
Tamoxifen

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

CH.-B-1906005 Caesar&Loretz GmbH,
Hilden

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt
Selleck Chemicals, Houston, TX, USA
Medite GmbH, Burgdorf

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Reagenz Hersteller

TE-Puffer, pH 8,0 AppliChem GmbH, Darmstadt

Tris-HCI Pufferan® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Trockenmilchpulver Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Tween® 20 Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO USA

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA

Wasserstoffperoxid 30 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Rotipuran®

Vectashield Eindeckmedium
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Tabelle 2: Fur die durchgefuhrten Versuche verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

8er-Softstrips (0,2 ml) (PCR-Tubes)
Chirurgische Einmalskalpelle
CL-XPosure™ Filme

Conical Tubes, 15 ml und 50 ml
Deckglaser

Einbettkassetten

Kanulen braun/grau steril

Messpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50
mi

MicroAmp® optical 96-well reaction
plate

Microtom-Klingen S35 and C35
Nitrozellulosemembran Immobilon®

Objekttrager Superfrost® Plus

Pipettenspitzen safe seal
professional

Reaktionsgefalie 1,5 mlund 2 ml
Spritzen Omnifix®, 3 ml, steril

Whatman Papier, 3 mm

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim;
Eppendorf AG, Hamburg

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka,
Japan

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA

Medite GmbH, Burgdorf
B. Braun SE, Melsungen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA,
USA

Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka,
Japan

Milipore, Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldenburg

Eppendorf AG, Hamburg
B. Braun SE Melsungen

GE Healthcare Europe GmbH, Minchen
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Tabelle 3: Kommerziell erhéltliche Kits

Kit

Hersteller

Avidin/Biotin blocking Kit

Nextera XT DNA Library
Preparation Kit

DAB (3,3-diaminobenzidine)
Substrat Kit

ProtoScript® First Strand cDNA
Synthese Kit

Maxwell® 16 LEV simplyRNA Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

VECTASTAIN® Elite ABC-HRP
Kit, Peroxidase (Standard)

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA

lllumina, Inc., San Diego, CA

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main
Promega GmbH, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA

VECTOR Laboratories, Burlingame, CA,
USA
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2.2 Antikérper, Enzyme und Plasmide

Tabelle 4: Fir histologische Farbungen und Western Blot verwendete Priméarantikérper

Antikorper

Hersteller/Herkunft

Akt (pan) (C67E7), #4691

a-Tubulin Antibody, #2144

Monoclonal Anti-B-Actin antibody produced in

mouse

Anti-B-Catenin (Purified mouse)
Anti-GFP, chicken IgY fraction, uncon].
GFP Tag Polyclonal Antibody

Hsp90a/B (f-8), sc-13119

Ki67

p44/42 MAPK (Erk1/2), #9102
Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP®, #4060
Phospho-Akt (Ser473), #9271

Phospho-Akt (Thr308) (C31E5E), #2965

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XPC, #4370

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA
Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, USA

BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, USA

BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA
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Tabelle 5: Fur histologische Farbungen und Western Blot verwendete Sekundéarantikérper

Antikorper Hersteller/Herkunft

Alexa Fluor® 555 Donkey anti-goat IgG(H+L) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Alexa Fluor® 488 Goat anti-rat IgG(H+L) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
AlexaFluor® 488 Goat anti-Rabbit IgG Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA
AlexaFluor® 555 Goat anti-Mouse IgG Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA
AlexaFluor® 555 Goat anti-Rabbit IgG Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA
Biotinylated Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA
Biotinylated Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Vector Laboratories, Inc.,

Burlingame, CA, USA

Tabelle 6: Plasmide

Plasmid Hersteller/Herkunft

pTC (ApoE.HCR.hAAT) Ehmer et al. 2014

Tabelle 7: Fur die durchgefuhrten Analysen verwendete Enzyme

Enzyme Hersteller

Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO USA

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA,

Roche Deutschland Holding
GmbH, Grenzach-Wyhlen
Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, USA

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

GREENTag® DNA-Polymerase

Maxima RT Polymerase

Proteinase K, recombinant, PCR grade
REDTag® DNA-Polymerase

Recombinant M-MuLV reverse transcriptase

PhotoScript Il Enzyme Mix (10 X)
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2.3 Puffer und Lésungen

Tabelle 8: Verwendete Puffer und ihre Zusammensetzung

Puffer Zusammensetzung
10 mM Tris
5mM EDTA
Lysepuffer (pH 8,0) 0,5 % SDS
0,4 M NacCl

mit ddH.O auf 500 ml auffillen

10 % SDS

50 % Glycerol

Protein Ladungspuffer (Laemmli), pH 6,8,

50fach 228 mM TrisHCI

0,75 mM Bromphenolblau

5 % 2-MercaptoEtOH

2 M Tris
TAE-Puffer, pH 8,5, 50fach 50 mM EDTA

5,71 % Essigsaure

10 mM Tris

TE-Puffer 1 mM EDTA

mit ddH.O auf 1 | auffullen

50 mM HEPES

150 mM NaCl
TENSV Lysepuffer, pH 7,9 1 mM EDTA

0.5 % Nonidet P40

10 % Glycerol
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Puffer Zusammensetzung

Phosphataseinhibitor (vor
Gebrauch hinzugeben)

25 mM Tris
Western Blot Laufpuffer 192 mM Glycin

0.1 % SDS

Western Blot Sammelgelpuffer, pH 6,8 1.5 M TrisHCI

25 mM Tris

192 mM Glycin
Western Blot Transferpuffer

20 % Methanol

Western Blot Trenngelpuffer, pH 8,8 0.5 M TrisHCI

Tabelle 9: Verwendete Losungen und ihre Zusammensetzung

Losung Zusammensetzung

3 g Agarose
Agarose-Gel 2 %
geldst in 150 ml TAE 1fach

5 % Goat Serum

Blockinglosung IF 1% BSA

gel6st in PBS

5 % Goat Serum
Blockinglosung IHC 10 % Avidin

gelést in PBS

5 % Skim Milk
Blockinglosung Western Blot
gelést in TBS
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Losung Zusammensetzung
80 g NaCl
2 g KClI

PBS 10fach 14,4 g Na;HPO4

mit HCI einstellen auf pH 7,4

mit ddH,O auf 1 | auffillen

100 ml PBS 10fach
PBS-T (0,2 %) 900 ml ddH,0

2 ml TWEEN

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

87,66 g NaCl

4,24 g TRIS
TBS 10fach
26 g TRIS-HCI

mit ddH,O auf 1 | auffillen

100 ml TBS 10fach
TBS-T (0,2 %) 900 ml ddH,0

2 ml TWEEN
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2.4 Zellkultur Medien und Reagenzien

Tabelle 10: Reagenzien fir Zellkultur

Reagenzien

Hersteller/Herkunft

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
Dulbecco's phosphate buffered saline (PBS)
Fetal calf serum (FCS)

MTT reagent

Penicillin (10000 units/mL) / Streptomycin
(10000 pg/mL) solution

0.25% Trypsin-EDTA (1x), phenol red

Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tabelle 11: Fur die Zellkultur verwendete Medien und ihre Zusammensetzung

Zellkultur Medium Zusammensetzung
DMEM
Zellkulturmedium
10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin

Freezing-Medium

DMEM
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin

10 % DMSO
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2.5 Gerate und Programme

Tabelle 12: Fir die Durchfiihrung der Versuche verwendete technische Gerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage ABS-N/ABJ-NM
Autoklav 2549 EL

AxioCam HRc

AxioCam MRc

EcoVac Vakuumpumpe
EinschweilR3gerat Folio FS 3602

Filmkassetten

Forma™ 900 Series Upright Ultra-Low
Temperature Freezers

Gel docs XR+ Dokumentationssystem
Glasware, Schott Duran®
Homogenizer SilentCrusher M
Incubator B6120

Infrarotlampe 1L11

Laborwaage, 2,5 kg

Magnetruhrer, Ikamag® RCT
Mastercycler™ Nexus Thermal Cycler
Maxwell® 16 Instrument

Microplate reader Anthos 2001
Microtome Microm HM355

Microtome Microm HM355S

Mikroskop Axio Imager Al
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Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern

Tuttnauer Europe B.V., Breda,
Niederlande

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Carl Zeiss AG, Oberkochen

schuett-biotec GmbH, Goéttingen

Severin Elektrogerate GmbH,
Sundern

Dr. Goos-Suprema GmbH,
Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA,

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Schott AG, Mainz

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG,

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Beurer GmbH, Ulm

Kern &s Sohn GmbH, Balingen-
Frommern

IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen

Eppendorf AG, Hamburg
Promega GmbH, Mannheim

Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen
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Gerat

Hersteller

Mikroskop Axiovert 40 CFL
Mikroskop DM LB
Mikroskopkamera AxioCam MRm

Mikrowelle R-631

Mini Zentrifuge Spectrafuge C1301-Db,
230

Mini Trans-Blot Cell
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Multiskan FC Version 1.00.96
MR 2002 Heizplatt/Magnetrihrer

NextSeq 500

Owl™ EasyCast™ B2 Minigel-
Elektrophorese

Paraffin-Wasserbad Microm SB80
pH-Meter 521

Pipetten Reference®, Research®
Pipetus®

PowerPac™ Basic Power Supply
Reax top

Schittler DRS-12
Spectrophotometer NanoDrop 1000
StepOnePlus™ real time PCR system
T100™ Thermal Cycler
Thermomixer comfort

Thermomixer compact

Tissue processor ASP 300
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Carl Zeiss AG, Oberkochen
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Carl Zeiss AG, Oberkochen

SHARP business systems
Deutschland

Labnet International, Inc., Edison, NJ,
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG,

lllumina, Inc., San Diego, CA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim

Eppendorf AG, Hamburg

Hirschmann Laborgerédte GmbH &
Co. KG,

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG,

neolLab Migge GmbH, Heidelberg

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Applied Biosystems, Inc., Carlsbad,
CA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
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Gerat Hersteller

Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., Bohemia,

NY, USA
Zentrifuge 5424 R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge 5702 R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg

Tabelle 13: Zur Analyse und Auswertung der Ergebnisse verwendete Programme

Programm Herkunft

Aperio Image Scope Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch
Affinity Designer Serif (Europe) Ltd, Nottingham, UK
AxioVision 4.8 Carl Zeiss AG, Oberkochen

DESeqg2 v1.18.1 Bioconductor

McCarroll Lab, Department of Genetics,

D tool v1.12
ropseq tool v Harvard Medical School, MA.USA

GraphPad Prism 5 La Jolla, CA, USA

ImageJ Wayne Rasband, Public Domain

MS Office Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA
StepOne™ v2.3 Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA
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3 Methodik

In den nachfolgenden Abschnitten werden die zur Probengewinnung und Analyse
eingesetzten Methoden und Reagenzien sowie verwendete Gerdate und Programme

besprochen.

3.1 Tierhaltung

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte nach vorgeschriebener deutscher Tierschutz-
Versuchstierverordnung unter vorgegebenen Hygienebedingungen. Die in diesen Versuchen
verwendeten Versuchstiere wurden in der Versuchstierhaltung des Zentrums fur préklinische
Forschung (ZPF) am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen gehalten.
In dieser Versuchstierhaltung werden alle verwendeten Materialien vor Einbringung in den
Versuchsbereich physikalisch oder chemisch desinfiziert. AuRerdem besteht eine individuelle
Kafigbellftung. Dies stellt eine spezifisch pathogenfreie Tierhaltung (SPF-Haltung) sicher. Des
Weiteren erfolgt ein regelmafiges Hygienemonitoring durch die Tierpfleger/innen. Es wurden

ausschliefRlich mannliche Versuchs- und Kontrolltiere verwendet.

3.2 Mauslinien

Die in den Versuchen eingesetzten Mauslinien besitzen einen gemischt genetischen
Hintergrund. Gezielte Genmutationen sind durch Verwendung des Cre/LoxP-Systems erreicht
worden. Gemeinsame genetische Grundlage der eingesetzten Mauslinien bildet das bereits
zuvor etablierte RPK-Mausmodell. Durch Verpaarungen der Mauslinien Mek1'™/°% Map2k2™,
Pdk1'o%x AIpCER ynd Rosa26“-"™ mit RPK-Versuchstieren konnten die zugrundeliegenden

Mauslinien erzeugt werden.

Mek1'™/°% st eine Mauslinie in der das Exon 2 des Map2kl-Gens mit Einsatz des
Cre/LoxP-Systems mit loxP-Stellen flankiert wurde und durch eine Cre-Expression eine

konditionale Deletion erfolgt.

Map2k2” bezeichnet eine Mauslinie, in der ein konstitutiver Knock-out des Map2k2-
Genbereiches vorliegt. Dieser Genlokus kodiert fiur MEK2. Ein Knock-out kann unter reguléren
Bedingungen durch das MEK1-Protein ausgeglichen werden. Somit sind durch den Knock-out

von Map2k2 keine phanotypischen Auffalligkeiten zu erwarten.

Die Mauslinie Pdk1'®/°* beschreibt eine Mauslinie in der durch Einsatz des Cre-LoxP-Systems
eine konditionale Deletion von Pdk1 erzeugt wurde. Hierbei erfolgt eine Flankierung der Exone

3 und 4 des Genlokus durch loxP-Stellen und Deletion nach Cre-Expression.

AIbC™ER pezeichnet eine Mauslinie in der eine mit einem Ostrogenrezeptor gekoppelte
Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines Albumin-Promotors exprimiert wird. Durch
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Tamoxifeninjektion oder Gabe kann hier eine hepatozytenspezifische Expression der

Cre-Rekombinase erreicht werden.

Bei der Mauslinie Rosa26"°-"Y*" handelt es sich um eine Mauslinie mit einem Knock-in eines
Gens, welches fir das gelb-fluoreszierende Protein (YFP, yellow fluorescent protein) kodiert.
Vorgeschaltet ist eine stummgeschaltende LSL-Kassette welche eine Expression des YFP erst
nach Deletion bei Cre-Aktivierung sicherstellt. Rosa26--"" fungiert allgemein als Reporter-

Gen.

Tabelle 14: Mauslinien

Bezeichnung Genotyp

RPK RbIOX/IOX. p53|0X/IOX. KraSLSL-GJ.ZDH. Rosa26LSL-YFP

RPK A|bCI‘eER RbIOX/IOX. p53|0X/IOX. KraSLSL-GJ.ZDH.AIbCreERTZ. Rosa26LSL-YFP
Rblox/lox; 53I0x/lox;KrasLSL-GlZDH;Mekllox/lox;Ma 2k2/,

RPK Mek1/2 i P

Rblox/lox; 53I0x/lox;KrasLSL-GlZDH;Mekllox/lox;Ma 2k2/,
RPK Mek1/2 AlbCreER AlefeERPZ;RosazaLSL-YFP P

RPK Pd kl RbIOXIIOX; p53|0XIIOX; KraSLSL—GlZDH; Pd kllOXIIOX; RosaZGLSL—YFP

Rblox/lox.p53loxllox.KrasLSL-GlZDH.Pdkllox/lox.AIbCreERTZ.
RPK Pdk1 AlbCreER ' J ' , )
RosaZGLSL-YFP

3.3 Genotypisierung

Fur jedes Versuchstier erfolgt die Genotypisierung anhand des Gewebes, das beim Setzen
der Markierungsohrmarken gewonnen wird. Dies erfolgt drei Wochen nach Geburt, gleichzeitig
mit der Separierung der Mutter. Fir die Genotypisierung mittels PCR (Polymerase chain
reaction) wird zunachst eine Extraktion der DNA aus dem Gewebe durchgefiihrt. Die
Ohrstanzen werden Uber Nacht nach Zugabe von 50 ul ,ear lysis buffer (Viagen Biotech, Los
Angeles, USA) und je 0,7 pl Proteinase K bei 55 °C in der PCR-Maschine inkubiert. Nach
kurzem Vortexen am nachsten Tag erfolgt eine erneute Inkubation fir 90 Minuten bei 85 °C,
um die Proteolyse abzubrechen. Der dabei im Reaktionsgefal? entstandene Uberstand wird

fur die PCR zur Genotypisierung weiterverwendet.

Nach dem Beenden eines Experiments wird von jedem getdteten Versuchstier 1 cm des
Schwanzes als Schwanzspitzenbiopsie entnommen und bei -20 °C konserviert. Anhand dieser
Biopsie erfolgt eine erneute Genotypisierung, um mogliche Fehler und Verwechslungen in der
Genotypisierung auszuschliel3en. Die DNA-Extraktion aus Schwanzspitzenbiopsien erfolgt
nach dem gleichen Prinzip der Extraktion aus Ohrstanzen. Alleiniger Unterschied ist die

Verwendung eines anderen Lysepuffers, der speziell fir Schwanzbiopsien (,tail lysis buffer)
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geeignet ist. Mit der erhaltenen DNA erfolgt eine erneute Durchfiihrung der verschiedenen

PCRs. In Tabelle 15 sind die verwendeten Primer und ihre Sequenzen abgebildet.

Tabelle 15: Zur Genotypisierung eingesetzte Primer mit ihren zugehdrigen Sequenzen

Gen Primer Name Sequenz (5" - 3)
Crelnt Forward CAATGGTAGGCTCACTCTGG
AIbCreER
Crelnt Reverse AACACACACTGGCAGGACTG
Cre347 CCTGGAAAATGCTTCTGTCCG
Cre349 CAGGGTGTTATAAGCAATCCC
LSL- Kras G12D mut_UP CCATGGCTTGAGTAAGTCTGC
KrasGlZD
Kras WT UP1 CACCAGCTTCGGCTTCCTATT
Kras URP Lpl AGCTAATGGCTCTCAAAGGAATGTA
MEK1B3 GCGAACTGGGAGCTGGCAACGGTGGAG
Mek1'™
MEK1B2 TGGAGCTGGAGTCACGGGTGGTTGTAA
MEK1A4 GACGTGGTGAACAGGAAAGGGATTGGG
MEK?2 forward TAACAGAAGGGGAAGGAGAGAGTGG
Map2k2™"
MEK?2 reverse CACCCTGGCTGTTCCTTACACCT
MEK2 mut reverse TCGTGGTATCGTTATGCGCC
lox
p53° p53 delta forward CACAAAAACAGGTTAAACCCAG
p53 lox reverse AGCACATAGGAGGCAGAGAC
lox
Rb® RB lox 5' CTCTAGATCCTCTCATTCTTCCC
RB lox 3' CCTTGACCATAGCCCAGCAC
R26-univF AAAGTCGCTCTGAGTTGT TAT
Rosa26""

YFP

R26-TVA-GT-SA-mu

R26-wtR

GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC

GGAGCGGGAGAAATGGATATG
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3.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Nach abgeschlossener DNA-Extraktion aus den Gewebebiopsien, erfolgt die DNA-
Amplifikation anhand der Polymerase Kettenreaktion. Jede Standard PCR besteht aus den
gleichen Grundsubstanzen. Diese sind in Tabelle 16 dargestellt. Die bereits fertigen RedTaq®
und GreenTag® Ready Mix™ enthalten unter anderem die fir den Ablauf der Reaktion
notwendige dNTPs sowie eine Tag-Polymerase. Der Ablauf der PCRs erfolgt nach den
allgemein bekannten Standardschritten. Die idealen Temperaturen fur die verschiedene
Punkte sind in Tabelle 17 angegeben. Fur jedes Allel werden spezifische Primer in Form eines

eigenen Primer-Mixes verwendet.

Tabelle 16: PCR-Reaktionsmix

Reagenz Volumen in pl
RedTaq® / GreenTag® Ready Mix™ 10
Destilliertes H20 8

Primer Mix 1

DNA 1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 17: PCR-Reaktionstemperaturen

PCR Grotie PCR Produkt ot R o e s
AlbCreER Zggt{)‘;"e 300 bp / mut 60 °C 00:30
LSL-Kras®?®  WT 270bp/mut170bp  55°C 00:45
Mek1'™ WT 470 bp/ mut520 bp 72 °C 00:40
Map2k2™” WT 310 bp/mut190 bp 62 °C 01:00
p53'% WT 350 bp/ mut450bp 56 °C 00:45
Rb'" WT 260 bp/ mut 308 bp 56 °C 00:45
Rosa26">-Y"  WT 500 bp/mut 250 bp 60 °C 00:30

41



Methodik

3.3.2 Agarosegelelektrophorese
Nach vollstandiger DNA-Amplifikation erfolgen Auswertung und Analyse der PCR mittels
Agarosegelelektrophorese. Fir die Herstellung eines Agarosegels (1 %ig) werden 2 g Agarose
in 200 ml TAE-Puffer (1 x) bis zum Kochen erhitzt. Nach langsamer Abkihlung unter Rihren
mithilfe eines Magnetriihrers werden 5 yl Ethidiumbromid hinzugefiigt. Das noch fliissige Gel
wird auf eine Platte gegossen und durch das Einsetzen von Kdmmen werden beim Ausharten
Geltaschen generiert. Nach vollstandigem Verfestigen des Agarose Gels werden die Taschen
mit 12 pl der DNA-Proben beflllt. AuRerdem wird in mindestens eine Geltasche 5 pl eines
DNA-Markers (2-Log DNA ladder) zur sicheren Grof3enzuordnung der Banden pipettiert. Durch
das Anlegen einer Spannung bis maximal 110 V findet eine elektrophoretische Auftrennung
der DNA-Banden nach GroR3e statt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgt nach Anheftung
des Ethidiumbromids und nach Anregung durch UV-Strahlung mit dem Gel docs XR+

Dokumentationssystem.

3.4 Tiermodelle

3.4.1 Hydrodynamische Schwanzvenen Injektion (HTVI)
Ziel der hydrodynamischen Schwanzveneninjektion ist eine Transfektion der Hepatozyten
durch ein Transposonkonstrukt. Es handelt sich um ein Plasmid mit einer ER™-gekoppelten
Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines leberspezifischen Promoters, das von
Erkennungssequenzen fir die Sleeping Beauty-Transposase flankiert ist, und welches

zusammen mit einem Expressionsplasmid fur die Sleeping Beauty-Transposase injiziert wird.

Die HTVI der Versuchstiere wird im Alter von acht bis zehn Wochen durchgefiihrt. Bei der
Injektionslésung handelt es sich um eine Lésung mit 10 pug pTA-Cre und 1 pg pHSBS je
Milliliter. Zur Herstellung der Lésung werden 100 ug pTA-Cre und 10 pg pHSBS5 in 10 ml
isotonischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %) aufgenommen. Die Menge der Injektion erfolgt in
Relation zum Koérpergewicht der Maus. Dabei handelt es sich mit 10 % des Koérpergewichts
um ein groBes Volumen. So erfolgt bei einer 20 g schweren Maus eine Injektion mit einem

Volumen in H6he von 2 ml und somit 20 pg pTA-Cre und 1 pg pHSB5.

Der Ablauf der hydrodynamischen Schwanzveneninjektion beginnt mit dem Wiegen der
Versuchstiere und dem Vorbereiten der korrekten Volumenmenge der Injektionslésung in einer
sterilen 3 ml Spritze. Mit Hilfe einer Immobilisationsvorrichtung wird die Maus fixiert und
daraufhin der Schwanz unter einer Infrarotlichtlampe fir 30 - 45 Sekunden unter
kontinuierlicher Kontrolle langsam erwarmt. Die durch die Erwdrmung erreichte Dilatation der
peripheren Schwanzvenen sorgt fiir eine erleichterte Injektion. Nach vorheriger Desinfektion

erfolgt die intravendse Injektion des kompletten Volumens mit einer 26 G Kaniile innerhalb von
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5-10 Sekunden. Nach erfolgter Injektion wird die Maus aus der Vorrichtung entnommen, die

Stelle der Injektion komprimiert und die Maus fir weitere 30 Minuten beobachtet.

3.4.2 Tamoxifeninjektion
Durch die hydrodynamische Schwanzveneninjektion (siehe 3.4.1) wird eine Transfektion der
Hepatozyten mit stabiler Integration des von Sleeping Beauty-Erkennungssequenzen DNA-
Konstrukts in das Hepatozytengenom erreicht. Nach 10 - 15 Tagen ist, die durch die Injektion
verursachte, transiente Leberschadigung abgeklungen und eine Aktivierung der
Ostrogenrezeptor-gekoppelten Cre-Rekombinase durch Tamoxifen moglich, um eine
Gendeaktivierung oder -deletion Zu erreichen. Tamoxifen,
trans-1-(4-B-dimethylaminoethoxyphenyl)-1,2-diphenylbut-1-ene, ist eine oft verwendete
Substanz, die an Ostrogenrezeptoren bindet und mit diesen interagiert (Shagufta & Ahmad,
2018). Fur die Herstellung werden 10 mg Tamoxifen in 40 ul reinem Ethanol (100 %) fur circa
15 Minuten bei 55 °C erwérmt, bis eine vollstandige Losung erreicht ist. Mit Miglyol wird die
Lésung daraufhin auf einen Milliliter aufgefullt, vermischt und fur weitere 10 - 15 Minuten bei
55 °C erwarmt. Durch regelmaRiges Vortexen wird ein vollstdndiges Lésen und eine
gleichméaRige Durchmischung gewahrleistet. Bei Versuchstieren nach hydrodynamischer
Schwanzveneninjektion werden 100 ul der Tamoxifenlésung in den linken unteren Quadranten
des Abdomens injiziert. Es erfolgt somit eine intraperitoneale Injektion einer Tamoxifen Dosis
von 1 mg pro Maus. Der Injektion geht eine Desinfektion des Abdomens mit 70 % Ethanol
voraus. Es werden hier drei der beschriebenen Injektionen an drei direkt aufeinanderfolgenden
Tagen durchgefiihrt. In einem parallelen Versuchsansatz mit Versuchstieren des AlbCre®R-
Genotypes ist eine einmalige Injektion von 1 ug zur Induktion einer Genrekombination in
Hepatozyten ausreichend. Hier erfolgt die Expression der Cre-Rekombinase unter einem
Albumin Promotor. Um die korrekte Dosierung zu erreichen, wird die oben beschriebene
Lésung weiter mit Miglyol verdiinnt. Auch hier erfolgte eine intraperitoneale Injektion von 100 pl

pro Versuchstier.

3.4.3 Organentnahme und Aufbereitung der Proben
Sind die vordefinierten Versuchsabbruchkriterien wie zum Beispiel ein bestimmter
prozentualer Gewichtsverlust erreicht oder bestehen Anzeichen fir Tumorwachstum, werden
die Versuchstiere durch zervikale Dislokation getdtet. Vor Beginn der Sektion wird die
Kdrperoberflache mit Ethanol (70 %) desinfiziert. Die Er6ffnung der Bauchhothle beginnt mit
einem medialen L&ngsschnitt. Nach Er6ffnung wird die Bauchhdhle auf mdgliche Tumoren
oder Metastasen inspiziert. Darauf findet nach Darstellung der Vena cava inferior und der
Pfortader eine Injektion von circa 1 ml dH,O oder NaCl Uber die Vena cava inferior und

gleichzeitig eine Durchtrennung der Pfortader statt. Damit wird eine retrograde Auswaschung
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des vorhandenen Blutes aus der Leber erreicht. Nach Durchtrennung der hepatischen
Ligamente ist eine Entnahme der Leber am Leberhilus mdglich. Ein Teil des linken lateralen
Leberlappens und ein Teil eines gegebenenfalls aufgefundenen und makrodissektierten
Tumors werden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C zur spateren
molekularbiologischen Aufarbeitung konserviert. Der Rest der Leber, der Tumor, ein Teil des
Darms, die Lunge und falls vorhanden weitere Gewebeteile mit sichtbaren Metastasen werden
fur 48 h in 4 % PFA (Paraformaldehyd) aufbewahrt. Nach 48 h wird das PFA durch 70 %
Ethanol ersetzt und die Organe werden Uber Nacht in der Entwasserungsmaschine
dehydratisiert. Zur Vorbereitung der Gewebeschnitte werden die Organe in Paraffin
eingebettet und tiefgekhlt. Mittels eines Mikrotoms werden 2,5 ym dicke Schnitte erstellt und
jeweils zwei aufeinanderfolgende Schnitte auf einem Objekttrager fur histologische Farbungen
aufgebracht.

3.5 Histologische Farbungen

3.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)
Fur die Hamatoxylin-Eosin Farbung werden die Gewebeschnitte auf dem Objekttrager zweimal
fur jeweils 5 Minuten in ROTI®Histol eingetaucht und dadurch von Paraffin befreit.
AnschlieRend erfolgt eine Rehydratisierung der Schnitte durch eine absteigende Ethanolreihe
(100 %, 96 %, 80 %). Diese wird durch Eintauchen in dH>O fir eine Minute gestoppt. Danach
erfolgt die Farbung mit einer Hamalaunldsung nach Mayer. Nach der Auswaschung mit
laufendem Leitungswasser fur 5 - 10 Minuten werden die Schnitte mit Eosin fir 30 - 45
Sekunden gegengefarbt. AbschlieRend werden die Schnitte fir jeweils 25 Sekunden mit
Ethanol (96 %) und Isopropanol gewaschen und danach erneut mit ROTI®Histol
entparaffiniert. Zu der Fixierung der Farbung folgt eine Abdeckung mit Hilfe von Pertex-

Eindeckmedium und eines Deckglases.

3.5.2 Immunfluoreszenz Farbung (IF-Farbung)
Die Entparaffinierung und Rehydratisierung der Gewebeschnitte erfolgt wie bei der bereits
beschriebenen Hamatoxylin-Eosin Féarbung. Durch das Erhitzen in einer Citrat-basierten
Antigen-unmasking solution fur 3 Minuten bei maximaler Warmestufe in einer Mikrowelle und
fur weitere 16 Minuten bei reduzierter Wattzahl wird eine Antigendemaskierung bei den
Gewebeschnitten erreicht. Daraufhin folgt ein dreimaliges Waschen mit PBS-T
(phosphatgepufferte Salzldsung, 0,2 % Tween®) fur jeweils 10 Minuten, gefolgt von Inkubieren
mit einer Blocking-L&sung, bestehend aus BSA (1 %) und Goat Serum (5 %) gel6st in PBS-T,
fur 60 Minuten. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS-T wird eine Losung des ersten
Antikorpers fur zun&chst 30 Minuten bei 37 °C und dann Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
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Losung des Antikdrpers erfolgt in der bereits beschriebenen Blocking-Losung. Exakte
Bezeichnungen und angewendete Verdlinnungen sind in Tabelle 18 aufgefiihrt. Der zweite
Gewebeschnitt auf dem Objekttrager wird mit Blocking-Losung ohne Antikérper als
Negativkontrolle inkubiert. Der an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Zweitantikorper
(Tabelle 19) (geldst in Blocking-Losung) wird nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS-
T (0,2%) bei Raumtemperatur fur eine Stunde auf die Gewebeschnitte gegeben.
AnschlieRend erfolgt ein weiterer dreimaliger Waschgang fur je 10 - 20 Minuten. Zum Schutz
vor Austrocknung werden die Schnitte mit Hilfe von Vectorshield-Eindeckmedium und einem
Deckglas abgedeckt und zusatzlich mit Lack versiegelt. Die Aufbewahrung erfolgt in

lichtschitzenden Mappen bei 4 °C.

3.5.3 Immunhistochemische Farbung (IHC-Farbung)

Fur die immunhistochemische Analyse werden die Gewebeschnitte wie zuvor beschrieben
zunéachst entparaffiniert, rehydratisiert und antigendemaskiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS-T 0,2 % fir je 5 Minuten erfolgt das Blocken der endogenen Peroxidase mit 3 %
H,0,-L6sung. Hierfir wird 1 ml 30 % H,O,-Ldsung mit 9 ml dH20 verdiinnt. Es folgt ein weiterer
Waschschritt mit dreimaligem Waschen mit PBS-T 0,2 % fir jeweils 5 Minuten. Anschlie3end
werden die Gewebeschnitte mit Blocking-Losung (5 % Goat Serum, 10 % Avidin in PBS) fir
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt (PBS-T 0,2 %,
3 x 5 Minuten) ist der Gewebeschnitt fir den Erstantikbrper vorbereitet. Dieser wird mit 5 %
Goat Serum, 10 % Biotin, gel6st in PBS, verdinnt und zunéchst fur 30 Minuten bei 37 °C,
darauffolgend lber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die verwendeten Primarantikdrper und ihre
Verdinnungen sind in Tabelle 18 aufgelistet. Auf die Inkubation erfolgt nach erneutem
Waschen (PBS-T, 3 x 5 Minuten) die Inkubation des biotinylierten Zweitantikdrpers (verdinnt
mit PBS) fir 60 Minuten bei Raumtemperatur. Die Konzentrationen der eingesetzten
Zweitantikdrper sind in Tabelle 19 angegeben. Durch einen erneuten Waschschritt werden
auch hier unspezifische Antikdrperbindungen geldst. Darauf folgt eine Inkubation mit ABC-
Lésung (Vectastain ABC Kit) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Diese Losung wird bereits
30 Minuten zuvor hergestellt. Nachste Schritte sind erneutes Waschen mit PBS-T, die
Inkubation mit DAB-L6sung unter mikroskopischer Kontrolle, das Abstoppen der Farbreaktion
durch dH.O und Gegenfarben der Schnitte mit Hamatoxylin fur circa 2 Sekunden. Nach
Klarspulen durch Leitungswasser fur 5 - 10 Minuten, erneuter Dehydratisierung und
Entparaffinierung durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 96 %, 100 %) und
ROTI®Histol, erfolgt die Sicherung der Schnitte mit Pertex-Eindeckmedium und Deckglas.

Als weitere spezielle immunhistochemische Farbungen werden Farbungen gegen Cytokeratin
19 (CK19) und HepParl durchgefiihrt. Das Anfertigen und die Beurteilung erfolgte durch die

Facharztin fur Pathologie PD Dr. med. C. Mogler, Institut fir Pathologie am Klinikum rechts
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der Isar, Minchen. CK19 ist ein Marker von Cholangiozyten und wird fiir die Diagnostik einer
cholangiozellularen Differenzierung verwendet (Y. Zhu & Kwong, 2020), wohingegen die
HepParl-Farbung zur Verifizierung hepatozellularer Differenzierung verwendet wird. Der
HepParl-Antikorper gilt als ein sensitiver Marker zur Detektion eines HCCs in
immunhistochemischen Farbungen (Z. Fan, van de Rijn, Montgomery, & Rouse, 2003; Y. Zhu
& Kwong, 2020).

Tabelle 18 Verwendete Primarantikdrper fur histologische Farbungen mit angewendeter
Verdiinnung

Verdinnungen Verdinnungen

Primarantikorper y ;
IF - Farbung IHC - Farbung

Anti-B-Catenin (Purified mouse) 1:1000
GFP Tag Polyclonal Antibody 1:100
Ki67 1:75
Phospho-Akt (Thr308) (C31E5E), #2965 1:200
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 1:300

(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XPC, #4370

Tabelle 19 Verwendete Sekundarantikérper fir histologische Farbungen mit angewendeter
Verdinnung

Sekundarantikérper Verdinnungen Verdinnungen

IF - Farbung IHC - Farbung
AlexaFluor® 488 Goat anti-Rabbit IgG 1:500
AlexaFluor® 555 Goat anti-Mouse 1gG 1:400
AlexaFluor® 555 Goat anti-Rabbit IgG 1:500
Biotinylated Goat anti-Mouse IgG (H+L) 1:500
Biotinylated Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 1:500
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3.6 Proteinnachweis mittels Western Blot

3.6.1 Proteinisolierung
Als Vorbereitung fur die Proteinisolierung wird zunéchst ein Mastermix aus TENSV-Puffer und
Complete® (25 x Protease- und Phosphatase-Inhibitor) hergestellt. Hierzu wird eine Tablette
Complete® in 2 ml dH,O gel6st. Insgesamt wird fiir jede Probe 1 ml Mastermix bendtigt, der
sich aus 40 pl Complete® und 960l TENSV-Puffer zusammensetzt. Fir eine Proteinisolierung
werden bei -80 °C gelagerte Gewebeproben verwendet und zusammen mit 500 pl des
vorbereiteten Mastermixes homogenisiert. Die Homogenisierung erfolgt mittels des Silent
Crusher M. Anschlie3end wird die Suspension fur 20 Minuten auf Eis gekuhlt und mit weiteren
500 ul Puffer (TENSV-Complete) aufgeflillt. Danach werden die Proben 10 Minuten lang bei
4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert und ein Teil des dadurch entstandenen Uberstandes fiir die
Proteinmessung nach einer 1:10 Verdinnung mit TENSV-Puffer weiterverwendet. Der

restliche Uberstand wird bei -80 °C sofort tiefgefroren oder direkt weiterverarbeitet.

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wird das Pierce BCA-Protein Assay-Kit verwendet.
Zunachst folgt das Ansetzen des Mastermix der Working Solution. Je 7 ul Probe werden mit
700 pl Working Solution verdiinnt und als Tripletts mit einem Volumen von 200 pl auf eine
96-well-Platte pipettiert. AuBerdem wird zur Messung eine Standardkurve benétigt. Hierfur
erfolgt jeweils die Zugabe von O pl, 3,5 ul, 7 pl, 10,5 pl, 14 pl, und 17,5 pl zu 700 pl Working
Solution. Das Pipettieren erfolgt dabei erneut in Form von Tripletts eines Volumens von 200 pl
auf derselben 96-well-Platte wie diejenige die Proben. Nach Abschluss einer Inkubationszeit
von einer Stunde bei 37 °C erfolgt die Messung der Proteinkonzentration bei A=562 nm im
Multiskan FC.

Der Rest des Uberstandes kann direkt weiterverarbeitet werden. Um fir alle Proben eine
gleiche Proteinkonzentration zu erhalten, werden unterschiedliche Probenvolumina, abhéngig
von der jeweiligen Proteinkonzentration, mit TENSV-Puffer verdiinnt und anschlieend 1:5 mit
Lammli-Puffer ergénzt. Abschliel3end werden die Proben fir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um
eine Denaturierung der Proteine zu erreichen und erneut abzentrifugiert. Fertig aufbereitet
werden die Proben bei -20 °C gelagert und kénnen anschlieRend fir einen Western Blot

verwendet werden.

3.6.2 Western Blot
Ein Proteinnachweis ist mittels Auftrennung des Proteingemischs durch vertikale SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und anschlieRendem Western-Blot mdglich.
Die Auftrennung im Polyacrylamid-Gel erfolgt im Bereich des Sammelgels zunachst bei 30 -
60 V, im Bereich des Trenngels bei einer Spannung von circa 100 V. Die Zusammensetzung
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der verschiedenen Polyacrylamid-Gele ist in Tabelle 20 aufgeftihrt. Durch Anlagerung von
SDS (Natriumdodecylsulfat) an die Proteine wird eine weitgehend einheitliche Ladungsdichte
hergestellt und eine Auftrennung nach molarer Masse maglich. Der eigentliche Blot erfolgt fur
weitere zwei Stunden bei 400 mA. Damit wird der Transfer auf eine Nitrozellulosemembran
gewabhrleistet. Diese wird nach Entfernung aus der Blot Apparatur mit 5 % Skim Milk TBS-T
(Magermilchpulver in TBS-T gelost) fur eine Stunde inkubiert. Dadurch werden freie Protein-
Bindungsstellen, die nicht gezielt von Antikdrpern gebunden werden kénnen, blockiert. Nach
dem Klarspulen der Membran mit TBS-T (0,2 %) wird eine Erstantikérperlésung (verdinnt mit
5 % BSA in TBS-T) zur Inkubation tber Nacht bei 4 °C aufgetragen. Vor Inkubation mit der
Zweitantikdrperlésung (verdinnt mit 5 % Skim Milk) fir eine Stunde wird die Membran dreimal
mit TBS-T (0,2 %) fur je 15 Minuten gewaschen. Fur die Aktivierung der Membran nach einem
weiteren Waschschritt mit TBS-T (0,2 %) wird eine Chemolumineszenz-Ldsung Pierce™
ECL-L6sung oder bei niedrigen Proteinkonzentrationen ECL™ Prime aufgetragen und fiir eine
Minute mit Lichtschutz inkubiert.

Tabelle 20: Polyacrylamidgele fir Western Blots

Gel Bestandteile fur 2 Gele

1,3 ml Tris (1 M, pH 6,8)

100 pl SDS 10 %
Sammelgel (4,8 %) 10 ul APS 10 %

10 ul TEMED

6,9 ml dH,O

2,5 ml Tris (1.5 M, pH 8,8)

100 pl SDS 10 %

100 pl APS 10 %
Trenngel (10 %)

15 pl TEMED

4,0 ml dH20

3,3 ml Acrylamid 30 %

Bis zur Detektion der Ergebnisse dient eine Filmkassette zur lichtgeschitzten Aufbewahrung

der Membran. Zur Detektion kommen CL-XPosure™ Filme zum Einsatz, die in der
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Dunkelkammer entwickelt werden. Eine Digitalisierung kann anschlie3end mit herkémmlichen
Scannern erfolgen. Als weitere Mdglichkeit der Detektion steht das Gel docs XR+

Dokumentationssystem zur Verfligung. Hiermit ist eine sofortige Digitalisierung maéglich.

3.7 Nachweis und Quantifizierung der aus Tumor- und Gewebeproben
gewonnenen DNA und RNA

3.7.1 DNA-Extraktion aus Tumor- und Gewebeproben

Neben der bereits beschriebenen Methodik der DNA-Isolierung aus den zur Markierung
verwendeten Ohrstanzen wird au3erdem die nachfolgend beschrieben weitere Variante der
DNA-Isolierung aus Tumor- und Lebergewebe angewendet. Sie wird verwendet, um die nach
Tamoxifeninjektion erfolgte Deletion bestimmter Gene mittels Deletions PCR (A PCR) direkt in
den Tumor- und Gewebeproben nachzuweisen. Hierfir werden 1 mm grof3e Gewebestilicke
der in -80 °C gelagerten Proben tber Nacht in 300 pl Zelllysepuffer (pH-Wert = 8,0) und 10 pl
Proteinase K—-Lodsung bei 55 °C inkubiert. Nach 10-mindtigem Zentrifugieren bei 15.000 rpm
und 4 °C werden 200 ul des Uberstandes in ein neues GefalR mit 200 pl Isopropanol (2-
Propanol) transferiert. Nach erneutem Zentrifugieren wird der Uberstand restlos verworfen und
300 pl kaltes 70 % Ethanol hinzugegeben. Es folgt ein weiteres Zentrifugieren und Abkippen
der Losung. Das in dem Eppendorfgefald zuriickgebliebene Pellet wird langsam bei
Raumtemperatur getrocknet (ungefahr 60 Minuten). Die Proben werden nach Hinzugabe von
100 pl TE-Puffer tiber Nacht bei 4 °C gelagert und danach bei -20 °C eingefroren.

Die Durchfiihrung einer Deletions-PCR erfolgt analog zu der bereits beschriebenen

Polymerase Kettenreaktion (PCR). Der Unterschied dazu besteht im Ziel des Nachweises und
damit in der Auswahl und Verwendung anderer Primer. Mit der bereits beschriebenen PCR ist
ein Nachweis mutierter (mut) oder Wildtyp (WT) Allele mdglich. Im Gegensatz dazu wird die
Deletions-PCR, wie der Name bereits andeutet, zum Nachweis erfolgter Gendeletionen
eingesetzt. In unserem Versuchsaufbau handelt es sich dabei um folgende ,gefloxte* Gene:
Rb'oox p53loxiox \Mek1'99% Dyrch die Tamoxifen induzierte Aktivierung der Cre Rekombinase
erfolgte die Deletion der Gene spezifisch nur in den Hepatozyten. Deshalb werden fur den
Nachweis einer Deletion in diesem Fall isolierte DNA aus Leber oder Tumorgewebe bendtigt.
In den Ohrstanzen oder Schwanzbiopsien sollte aufgrund der Gewebespezifitat keine Deletion
nachweisbar sein. Die Durchfihrung der Deletions-PCR verlauft, nach denselben Schritten
wie bei der Standard PCR. Als Unterschied werden hier jedoch spezielle, auf die Deletion
zugeschnittene, Primer verwendet. Die verwendeten Primer und ihre Sequenzen sind in
Tabelle 21 aufgelistet. Der Ablauf der PCR, sowie die benotigten Annealing-Temperaturen und

Zeiten sind in Tabelle 22 aufgefihrt.
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Tabelle 21: Fur Deletions-PCR eingesetzte Primer mit ihren zugehdrigen Sequenzen

Gen Primer Name Sequenz (5" - 3)

MEK?2 forward TAACAGAAGGGGAAGGAGAGAGTGG
Map2k2™"

MEK2 reverse CACCCTGGCTGTTCCTTACACCT

MEK2 mut reverse TCGTGGTATCGTTATGCGCC

| p53 delta forward CACAAAAACAGGTTAAACCCAG
ox
P2 p53 delta reverse GAAGACAGAAAAGGGGAGGG
| RbA GCAGGAGGCAAAAATCCACATAAC
" RB lox 5' CTCTAGATCCTCTCATTCTTCCC

Tabelle 22: Deletions-PCR Reaktionstemperaturen und -zeiten

PCR GréRe PCR-Produkt Annealing- An_nealmg—Zelt
Temperatur [min] pro Zyklus

Mek1'™ del 600 bp 72 °C 00:40

P53/ del 550 — 600 bp 56 °C 00:45

Rb' del 700 bp 58 °C 00:45

3.7.2 RNA-Extraktion aus Tumor- und Gewebeproben
Die Isolation von RNA erfolgt mit dem Maxwell® 16-Instrument unter Verwendung des
Maxwell® 16 LEV simplyRNA Isolations-Kit. Hierfiir werden von den bei -80 °C gelagerten
Gewebeprobe jeweils 1-2 mm groBe Gewebestlicke abgetrennt und unter Kihlung in einer
Mischung aus Homogenisierungslésung und Thioglycerol suspendiert. Mit dem Homogenizer
Silent Crusher M werden die Proben so lange zerkleinert, bis eine makroskopisch vollstandige
Suspension erreicht wird. Das erhaltene Lysat wird unter Raumtemperatur bei maximaler
Geschwindigkeit (15.000 rpm) zentrifugiert und der Uberstand zu 200 pl Lysepuffer
hinzugefiigt. Nach kurzzeitigem Vortexen der Probe erfolgen die weiteren Schritte der Isolation
gemal dem Maxwell® 16 LEV simplyRNA Herstellerprotokoll. Zur Konzentrationsbestimmung
und Verifizierung der Reinheit der gewonnen RNA erfolgt eine Messung durch den

Spektrophotometer NanoDrop 1000.
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3.7.3 Gewinnung von cDNA (complementary DNA, komplementare DNA)
Ein Teil der gewonnen RNA wird anschlieBend zur Analyse in cDNA umgeschrieben. Dies
erfolgt durch Verwendung des ProtoScript® First Strand cDNA Synthese-Kit. Je nhach
vorliegender RNA-Konzentration und Versuchsreihe erfolgt ein Umschreiben auf eine
spezifische cDNA-Konzentration. Die maximale cDNA-Konzentration betragt 1 pg/pl. Die
gewonnene cDNA wird bei -20 °C gelagert.

3.7.4 Quantitative ,real-time™PCR (gRT-PCR)

Zur Analyse und Quantifizierung spezifischer Gene wird mit der cDNA der Tumor- und
Gewebeproben eine Quantitative ,real-time“ PCR (qRT-PCR) durchgefihrt. Das Prinzip der
gPCR beruht auf dem Ablauf einer Polymerasekettenreaktion zur Vervielfaltigung der
Nukleinsaure (siehe 0) in Kombination mit einer Quantifizierung der cDNA. Die Quantifizierung
wird anhand Fluoreszenzbestimmungen durchgefiihrt. Um dies zu ermdéglichen, werden
Fluoreszenzfarbstoffe, wie der hier verwendete SYBR® Green eingesetzt. Diese lagern sich
wahrend der Kettenreaktion in die entstehende DNA ein. Somit entsteht ein der DNA-Menge
proportionales Fluoreszenzsignal, welches jeweils nach jeder abgelaufener DNA-Elongation
bestimmt wird. Diese stetige Analyse wird durch die Bezeichnung mit ,real-time“ PCR
verdeutlicht (Thermo Fisher Scientific, 2021).

Zur Detektion der mRNA einzelner Gene werden Gen-spezifische Primer benutzt. Die
verwendeten Primer sowie die zugehorigen Sequenzen finden sich in Tabelle 23. Das
StepOnePlus™ real time PCR-System ermdglicht die Durchfihrung und Analyse der gPCR.
Auf einer MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Platte wird fir jedes Well ein
Reaktionsmix mit einem Volumen von 20 pl pipettiert. Dieser setzt sich aus je 10 ul SYBR®
Green, 7 pl Nuklease-freiem Wasser, je 1 yl Forward- und Reverse-Primer und 1 pl cDNA
zusammen. Fir alle durchgefihrten gPCRs erfolgt die Referenzmessung anhand des
,housekeeping“-Gens GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). GAPDH wird
als ,housekeeping“-Gen fir Referenzmessungen verwendet, da es aufgrund seiner wichtigen
Funktion fur das Zelluberleben in allen zellkernhaltigen Zellen vorkommt (Pfaffl, 2001). Die
Detektion erfolgt fur alle zu analysierenden Gene sowie fir GAPDH als Referenz in Triplikaten.
Das StepOnePlus™ real time PCR-System fiihrt zur Sicherung der Spezifitdt nach Abschluss
der PCR zusatzlich eine Analyse der verschiedenen Schmelzkurven durch. Dadurch lassen
sich Hintergrundaktivitaten, die auf mogliche Verunreinigungen hindeuten kdnnten, von den

spezifischen Reaktionen abgrenzen.

Die statistische Analyse betrachtet die jeweilige mMRNA-Expression der Zielgene im Verhaltnis
zum ,housekeeping“-Gen (GAPDH). Die Auswertung erfolgt unter Verwendung der StepOne™
v2.3-Software und Microsoft Excel nach dem Prinzip der 2-24¢t — Methode (Pfaffl, 2001). Der
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Ct-Wert ist die Anzahl der Amplifikationszyklen, nach denen ein festgelegter Grenzwert
Uberschritten wird. (Thermo Fisher Scientific, 2021)

Tabelle 23: Verwendete Primer fir die quantitative real-time PCR (qPCR) mit ihren jeweiligen
Sequenzen

Gen Primer Name Sequenz (5" - 3)

m_Alb_F AGTGTTGTGCAGAGGCTGAC
Albumin

m_Alb_R TTCTCCTTCACACCATCAAGC

: m_Afp_F GTTCTGGCATGCTGCAAA
Alphafetoprotein
Af

(Afp) m_Afp_R CCTTTGCAATGGATGCTCTC

m_Amotl2_F AGTTGGAGCTGCGTCTGC
Amotl2

m_Amotl2_R GGTGCCTGTCTGCCTCTG

m_Ascl2_F GAGAGCTAAGCCCGATGGA
Ascl2

m_Ascl2_R AGGTCCACCAGGAGTCACC

m_Axin2_F GAGAGTGAGCGGCAGAGC
AXin2

m_Axin2_R CGGCTGACTCGTTCTCCT

m_Bad_F GGAGCAACATTCATCAGCAG
Bad

m_Bad_R TACGAACTGTGGCGACTCC

m_Ccndl_F CATCCATGCGGAAAATCG
Ccndl

m_Ccndl_R CAGGCGGCTCTTCTTCAA

m_CD44 _F CTCCTTCTTTATCCGGAGCAC
CD44

m_CD44_R TGGCTTTTTGAGTGCACAGT

m_Ctgf _F TGACCTGGAGGAAAACATTAA
Ctgf

m_Ctgf R AGCCCTGTATGTCTTCACACT

m_Cyr61_F GGATCTGTGAAGTGCGTCCT
Cyr61

m_Cyr61_R CTGCATTTCTTGCCCTTTTT
Dkk1 m_Dkkl F CCGGGAACTACTGCAAAAAT
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Gen Primer Name Sequenz (5" - 3)

m_Dkk1l R CCAAGGTTTTCAATGATGCTT

m_Dkk2_F CTGGTACCCGCTGCAATAAT
Dkk2

m_Dkk2_R CATGGTTGCGATCTCTATGC

m_E2f1 F TGCCAAGAAGTCCAAGAATCA
E2f1

m_E2f1 R CTTCAAGCCGCTTACCAATC

m_Eif4b_F TATGACAGACGGGATGATCG
Eif4db

m_Eifdb_R GGTTCAGTCTGGGTCTCTGG

m_Ephb2_F TAGACATGCCTTGCACAACC
Ephb2

m_Ephb2_R GTCTCGTTGACGCTGGAGAT

m_Fos_F AGAGCGCCCCATCCTTAC
Fos

m_Fos_R TTCTCTTCCTCTTCAGGAGATAGC

m_Fosll_F CCCAGTACAGTCCCCCTCA
Fosl1

m_Fosll R TCCTCCTCTGGGCTGATCT

m_FoxO3a_F GCTAAGCAGGCCTCATCTCA
FoxO3a

m_FoxO3a_R TTCCGTCAGTTTGAGGGTCT

m_Gadd45_F AGAGCAGAAGACCGAAAGGA
Gadd45

m_Gadd45 R CGTAATGGTGCGCTGACTC

m_GAPDH_F AAGAGGGATGCTGCCCTTAC
GAPDH

m_GAPDH_R CCATTTTGTCTACGGGACGA

m_Gpc3_F CGGTGGTTAGCCAGATCATT
Gpc3

m_Gpc3_R CTTGGGCACAGACATGGTT

m_Hesl F TGCCAGCTGATATAATGGAGAA
Hesl

m_Hesl R CCATGATAGGCTTTGATGACTTT
Heyl m_Heyl F CATGAAGAGAGCTCACCCAGA
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Gen Primer Name Sequenz (5" - 3)
m_Heyl R CGCCGAACTCAAGTTTCC
m_Lgr5_F GTGTCTTTTTGCCTTTTGACG
Lgr5
m_Lgr5_R TGTCAGTCCAAGAAACTGGTGT
m_Mdm2_F AGGGCACGAGCTCTCAGAT
Mdm2
m_Mdm2_R TCTCCTTCAAAAGAGTCTGTATCG
Myc m_Myc_F CCTAGTGCTGCATGAGGAGA
m_Myc_R TCTTCCTCATCTTCTTGCTCTTC
m_Nfkbl F GAGGAGACCGGCAACTCA
Nfkbl
m_Nfkbl R GTCCATCTCCTTGGTCTGCT
m_Nrarp_F GCTACACATCGCCGCTTT
Nrarp
m_Nrarp_R TTGGCCTTGGTGATGAGATA
m_Pdk2_F TGGCTAAGCTCCTGTGTGAC
Pdk2
m_Pdk2_R CATGTGAATGGGCTGGTTG
m_Rps6kb2_F CCTGGAGTGCCTCAGTGG
Rps6kb2
m_Rps6kb2_R ATGGCCCAGGGCTAGTGT
m_Sppl_F GGAAACCAGCCAAGGTAAGC
Sppl
m_Sppl_R TGCCAATCTCATGGTCGTAG
m_Vimentin_F CCAACCTTTTCTTCCCTGAAC
Vimentin
m_Vimentin_R TTGAGTGGGTGTCAACCAGA
m_Wif_F CCAAGGAGACCTGTGCTCTAA
Wifl
m_Wif R TCTCGACACTGGCACTTGTT
: m_Krtl9 F AGTCCCAGCTCAGCATGAA
Zytokeratin 19 - -
(Krt19) m_Krtl9 R TAACGGGCCTCCGTCTCT
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3.7.5 RNA-Sequenzierung und Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

Zur genaueren Analyse und Quantifizierung der Genexpression innerhalb der entstandenen
Lebertumore erfolgte die Durchfihrung einer RNA-Sequenzierung. Hierfiir wurde flr die zuvor
vorliegende RNA zur Sequenzierung in cDNA Uberfuhrt. AnschlieRend wurden im Rahmen
einer Kollaboration GSEA-Datensets generiert. Verwendet wurden hierfiir die vorher durch
RNA-Sequenzierung erhaltene Daten. In der GSEA wurden signifikant unterschiedliche
Gensets hinsichtlich ihrer biologischen Relevanz kuratiert und fur weitere Analysen
ausgewahlt. Hierdurch konnten Uberexprimierte Gene und Gruppen von Genen innerhalb
groRerer Datensets hervorgehoben werden.

3.8 Zellkultur

3.8.1 Kultivierung und Versuchsdurchfiihrung
Die Kultivierung und Versuchsdurchfihrung der RPK-Tumorzelllinien erfolgt stets unter steriler
Arbeitsweise nach etablierten Standardprotokollen. Die Zellen werden in DMEM mit 10 % FCS
und 1 % Penicillin/Streptomycin Medium kultiviert. Die Inkubation aller Zelllinien erfolgt bei
37 °C, 5% CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit. Pro Zelllinie werden 50 - 100.000 Zellen auf
6-Well-Platten in DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ausgesét. Nach 24 h
Inkubationszeit erfolgt eine Behandlung mit dem MEK1/2-Inhibitor PD0325901, bei einer
Endkonzentration von 10 pM. Hierfur erfolgt die Verdiinnung des MEK1/2-Inhibitors mit DMSO
auf eine Konzentration von 5 mM. Die Inkubationszeit mit dem MEKZ1/2-Inhibitor betragt 48 h.
Die Kontrollen wurden fiir 48 h mit reinem DMSO inkubiert. Fir die Ernte wird das Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschliel3end mit einer Trypsin/EDTA-L&sung
bis zur Ablésung der Zellen inkubiert. Die abgeldsten Zellen werden im Medium
aufgenommen, in ein Eppendorfgefal tberfihrt und bei 0,5 rcf flir 5 min bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und das entstandene Pellet mit 1 ml PBS gewaschen.
Nach erneutem Zentrifugieren mit denselben Einstellungen wird das gewonnene Zellpellet flr

spatere RNA-Extraktion bei -80 °C tiefgefroren.

3.8.2 RNA-Analyse

Die Analyse der RNA der verwendeten Zelllinien erfolgt nach dem gleichen Prinzip, das auch
zur Analyse der Gewebeproben verwendet wurde. Lediglich der erste Schritt zur Aufbereitung
und Homogenisierung der Proben entféllt bei den durch Zellkultur gewonnenen Pellets. Nach
Hinzugabe des Gemischs aus Homogenization Solution und Thioglycerol ist eine durch kurzes
Vortexen und Pipettieren ausreichende Durchmischung zu erreichen. Danach erfolgt, wie in

RNA-Extraktion aus Tumor- und Gewebeproben genauer beschrieben, die Isolation nach dem
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Maxwell® 16 LEV simplyRNA Herstellerprotokoll. Anschliel3end erfolgt ein Umschreiben in

cDNA und die Durchfiihrung von quantitativen ,real-time“ PCRs.

3.9 Statistische Auswertung der Daten
Zur statistischen Analyse werden der Students t-Test, der Chi Quadrat-Test und die ANOVA

verwendet.

Fir die denen in dieser Arbeit durchgefiihrten Students t-Tests wird das Signifikanzniveau auf

a = 0,05 festgelegt.

Zusatzlich zum beschriebenen Students t-Test wird bei qualitativen und kategorialen
ZielgroRen nach gleichem Prinzip der Chi-Quadrat-Test durchgefinhrt.

Wahrend der Students t-Test und der Chi Quadrat-Test ausschlieZlich fur den Vergleich zweier
Gruppen verwendet werden kdnnen, erlaubt die ANOVA einen direkten Vergleich mehrerer
Stichprobengruppen (Mishra, Singh, Pandey, Mishra, & Pandey, 2019). Fur wiederholtes
Testen wird zur Vermeidung der falschlichen Annahme einer Signifikanz die Bonferroni
Korrektur angewendet. Unter der Bonferroni Korrektur versteht man eine Anpassung des
Signifikanzniveaus a je nach Anzahl der durchgefiihrten Testwiederholungen (Curtin & Schulz,
1998).

Alle beschriebenen statistischen Tests werden unter Verwendung der GraphPad Prism 5

oderder Microsoft Excel Software durchgefihrt.

Zur Darstellung der Uberlebenszeiten der Versuchstiere wird eine Kaplan-Meier-Kurve
verwendet. Die statistische Auswertung der Uberlebenszeiten zweier Versuchskohorten

erfolgte durch die Anwendung eines Log-rank-Testes.
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4 Ergebnisse

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgt mit dem Ziel, mogliche Unterschiede in der hepatischen
Tumorentstehung in den Versuchstieren mit stattgehabter Mek1/2-Deletion im Unterschied zu
der Tumorentwicklung in den Kontrolltieren ohne diese Deletion zu untersuchen. Hierbei wurde
besonders auf die Uberlebenszeit der Tiere, die Metastasierung sowie die histologische
Differenzierung der Tumore fokussiert. Die Betrachtung der Uberlebenszeit erlaubt den
Vergleich der jeweiligen Dauer bis zur Tumorentwicklung. Des Weiteren wurden die Tumore
gezielt auf fur die Hepatokarzinogenese, relevante Signalwege untersucht. Die Erlauterung
der Ergebnisse erfolgt stets im Vergleich mit der Versuchstierpopulation der RPK-
Versuchstiere. Teilweise erfolgt ein weiterer Vergleich zu einer Versuchstierpopulation der
RPK;Pdk1;AlbCreER Mauslinie. Diese Ergebnisse stammen, sofern nicht naher bezeichnet,

aus einer vorangegangen Forschungsarbeit von Thomas Rosner.

4.1 Darstellung des Rekombinationserfolgs der verschiedenen

Mek1/2-Mausmodelle durch Immunfluoreszenzfarbung

RPK;Mek1'¥°x;Mek2"; RPK;Mek1'/ox:Mek 2"
Rosa26-SL-EYFP AIbCER:Rosa26LSLEYFP

Abbildung 6: Darstellung der Rekombinationseffizienz der verschiedenen RPK;Mek1/2-
Versuchsmodelle durch Immunfloureszenzfarbung

Exemplarische Bilder von Immunfloureszenzfarbungen der Lebern von RPK;Mek1'olox:Map2k2;
Rosa26LSL-YFP-Versuchstieren (links) und RPK;Mek1'oxlox:Map2k2-; AlbCeERT2:Rosa 26L-SL-YFP-
Versuchstieren (rechts) nach Ende der Versuchsdurchfiihrung.

Dargestellt ist eine Immunfloureszenzfarbung gegen YFP (griin), den Zellkernfarbstoff DAPI (blau),
sowie Ki67 (rot) als Proliferationsmarker.

Jeweils reprasentative Darstellung zweier Bildausschnitte; Maf3stab 100 pm.
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Es wurden zwei verschiedene Versuchsmodelle zur Tumorinduktion untersucht. Zum
Nachweis des Rekombinationserfolgs und damit Darstellung der Effektivitat beider Modelle
erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung von Lebergewebeschnitten beider
Versuchstierkohorten. Im ersten untersuchten Versuchsmodell findet die Tumorinduktion
durch Expression einer bereits in das Genom integrierten Cre-Rekombinase, gekoppelt an
einen Ostrogenrezeptor statt. Dies erfolgt unter Kontrolle eines Albumin-Promotors. Durch die
Injektion des ER-Modulators Tamoxifen erfolgt die Aktivierung der Cre-Rekombinase. Der
zweite Versuchsansatz unterscheidet sich in Bezug auf das Vorliegen der Cre-Rekombinase.
Hierbei wird die  Cre-Rekombinase als Plasmid durch  hydrodynamische
Schwanzveneninjektion in das Genom von Hepatozyten eingebracht. Die Expression erfolgt
unter Kontrolle eines modifizierten ApoE-Promotors (pTA-CreER). Die Aktivierung erfolgt wie

im ersten Versuchsaufbau durch eine intraperitoneale Tamoxifeninjektion.

Zum Nachweis des Rekombinationserfolges wurde eine Farbung gegen YFP, DAPI sowie Ki67
durchgefuhrt. YFP-positive Zellen sind als Cre-rekombinierte Zellen zu werten. DAPI stellt sich
in der Immunfluoreszenzfarbung als blau dar und markiert hierdurch den Zellkern (Atale,
Gupta, Yadav, & Rani, 2014). Ki67 kommt als Proliferationsmarker zum Einsatz, da es sich in
mitotisch aktiven Zellkernen nachweisen lasst (Bengtsson & Ranefall, 2019). Exemplarische
Farbungen beider Versuchstierkohorten sind in Abbildung 6 dargestellt. In der Kohorte mit
erfolgter Schwanzveneninjektion zeigten sich sehr unterschiedliche Ergebnisse der
Immunfluoreszenzfarbung. Die Zahl der angefarbten Zellen und somit der Zellanzahl mit
erfolgter Rekombination variierte sowohl zwischen den verschiedenen Versuchstieren wie
auch innerhalb der Leber des Versuchstiers. Dies ist exemplarisch in Abbildung 6 (links)
nachzuvollziehen. Zeigte sich in einigen Gebieten der Leberschnitte eine ausgepragte
Grunfarbung (linke Spalte) so konnten in anderen Gebieten desselben Gewebeschnittes nur
vereinzelte Zellen angefarbt werden (rechte Spalte). Hingegen konnte in Versuchstieren mit
Verwendung des AIb®"®ER™2_Promotors eine stabile und gleichméaRige Darstellung der
YFP-positiven Zellen erreicht werden. Dies konnte sowohl innerhalb eines Versuchstieres
sowie auch zwischen Versuchstieren derselben Kohorte dargestellt werden (Abbildung 6,

rechte Seite).

Aufgrund der variablen Rekombinationsergebnisse des Versuchsaufbaus mit
Schwanzveneninjektion erfolgte die Konzentration auf den Versuchsaufbau mit
Alb®ERT2.promotor. Die Schwankungen der Effizienz sind auf die bereits in Kapitel 3.4.1
beschriebene Abhangigkeit von der Durchfihrung der HTVI zurlickzufiihren. Aufgrund der
Schwankungen ist von einem ungleichen Erfolg und einem variablen Effekt auf eine mdgliche
Tumorentwicklung auszugehen. Bei Versuchstieren des Genotyps RPK;Mek1/°;Map2k2™"-
;AIb"ERT2 kann von geringeren Schwankungen ausgegangen werden, da die Durchfiihrung

aufgrund einer geringeren Anzahl von Versuchsschritten komplikationsarmer ist. Durch
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Fokussierung der Zucht auf Versuchstiere mit bereits in das Genom integrierter Cre-
Rekombinase konnte eine ausreichend gro3e Versuchspopulation generiert werden. In den
hier prasentierten Ergebnissen werden ausschlieRlich Tiere des RPK;Mek1'®"*:Map2k2"

:AlbC™ERT2 his zur Tumorentwicklung betrachtet.

4.2 Nachweis der Deletion von Rb, p53 und Map2kl1

(bp] Rb/otex Rb-WT [bp] Mek1°%x  Mek1-WT
1000 - |« s | <4— =~1000bp - unspezifische Bande 700 -
500 - - <— 520bp - mut
500 - ey w— <— 700bp - del 388 " - | «— 470bp-WT
300 -
p53xtex p53-WT Mek 1> Mek1-WT
[bp] [bp]
—t— —t—
— 700 -
700 - <— ~600bp - del
N <— 520bp - mut
500 - | v W - - - <4— ~550bp - del 288 = '“.-- D 470bg \rInVL1"
300 - - - W= we=| <€— 420bp -unspezifische Bande 300 -

Abbildung 7: Nachweis der Deletion von Rb, p53 und Map2kl (Mek1l) in Versuchstieren des
RPK;Mek1'oX1ox:Map 2k 27-; AIbC"eERT2: Ros a26-S--YFP-Genotypes
(A) Darstellung der Deletion von Rb in Versuchstieren (mut) im Vergleich zu Kontrolltieren
(Rb-WT), Rbd! 700 bp, unspezifische Bande ~1000 bp

(B) Darstellung der Deletion von p53 in Versuchstieren (mut) im Vergleich zu Kontrolltieren
(p53-WT), p539! 550 bp, unspezifische Bande 420 bp

(C) Darstellung der Mutation von Mek1 in Versuchstieren (mut) im Vergleich zu Kontrolltieren
(Mek1-WT), Map2k1mut 520 bp, Map2k1*t 470 bp

(D) Darstellung der erfolgten Deletion von Mekl in Versuchstieren (del) im Vergleich zu
Kontrolltieren (Mek1-WT), Map2k19%!' ~600 bp, Map2k1™mt 520 bp, Map2k1*t 470 bp

Der Nachweis der erfolgten Deletion der Gene Rb, P53 und Map2kl nach Anwendung des
Cre/LoxP-Systems wurde durch die Durchfiihrung einer Deletions-PCR erbracht. In Abbildung
7 sind die Ergebnisse der Gelelektrophorese der Deletions-PCRs sowie der PCR von Mekl
dargestellt. Als Vergleichsprobe wurde jeweils ein Versuchstier gewéhlt, dass den Wildtyp des
zu vergleichenden Gens exprimierte. Hierbei handelte es sich jedoch nicht um reine Wildtyp
Versuchstiere. Die Darstellung der Deletion konnte durch den Nachweis einer zur erfolgten
Deletion passenden Grof3e des Deletions-PCR Produktes durchgefihrt werden. Somit konnte
fur die erfolgreiche Deletion von Rb ein Deletions-PCR Produkt mit der Gré3e von 700 bp
detektiert werden. Hingegen stellte sich das Deletions-PCR Produkt von p53 mit 550 — 600 bp
dar. In Abbildung 7 C ist zusatzlich die Gelelektrophorese der Mekl PCR aus den bei der
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Ohrmarkierung gewonnen Gewebeproben dargestellt. Hier zeigt sich das PCR-Produkt der
vorliegenden Mutation mit einer Bandengrdof3e von 520 bp im Vergleich zu einem Versuchstier
mit Wildtyp Map2k1-Gen. Das Deletions-PCR Produkt von Mek1 entspricht einer GréRe von
600 bp und ist in Abbildung 7 D dargestellt.

Durch den Nachweis der Deletionsprodukte in der PCR kann fir die abgebildeten

Versuchstiere eine definitive Deletion der Gene Rb, P53 und Map2kl gesichert werden.
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4.3 Tumorentwicklung und Metastasenbildung bei RPK;

Mek1'>ox:Map2k2’- im Vergleich zu RPK;Pdk1'*/°x- und RPK-Tieren

4.3.1 Verlangerte Uberlebensrate

—L. RPK;AlbcrEr
100 - —i— RPK;Pdk1;AlbcrR

Q —i— RPK;Mek1/2;AlbcrEr
c

Q

Q

9

5 50- ;

0 —1
Hee | *

0 T ) !
0 100 200 300
Anzahl Tage

Abbildung 8: Einfluss der Mek1/2-Defizienz auf Tumorentwicklung und Uberlebensproportionen
Uberlebensdauer mannlicher Versuchstiere: RPK (n=13), RPK;Pdkl (n=9), RPK;Mek1/2
(n=18), signifikant verlangertes Uberleben bei Mek1/2- und Pdk1-Defizienz im Vergleich zu RPK
Versuchstieren; *, p < 0,05, Statistische Analyse mittels Log-Rank Test.

Tabelle 24: Medianes Uberleben

RPK;AIbCreER RPK;Pdkl;AlbCreER RPK;Mek1/2;AlbCreER

Medianes
Uberleben 81 101 106
[Tage]
RPK;AlbCeERT2. RPK;Pdk1/o% AIbCeERT2.  sowie  RPK;Mek1'™/°:Map2k2™’; AlpCreERT

Versuchstiere wurden bis zur Tumorentwicklung beobachtet und die Uberlebenszeiten in
Abbildung 8 als Prozentwerte anhand einer Kaplan-Maier Kurve dargestellt. Versuchstiere
aller drei Versuchskohorten, die bis zum Eintreten des Todes noch keinen Tumor entwickelt
hatten, wurden in der Kaplan-Maier Uberlebenskurve zensiert. Somit wurden nur Tiere als
Ereignis registriert, bei denen nach Versterben ein Tumor diagnostiziert werden konnte.
Insgesamt zeigten Tiere der Mauslinien RPK;Pdk1;AlIbCreER und RPK;Mek1/2;AlbCreER ein
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verlangertes medianes Uberleben (Tabelle 24). Ein durchgefiihrter Log-Rank (Mantel-Cox)-
Test zeigte einen signifikanten Unterschied in den Uberlebenszeiten zwischen RPK;Alb©¢ER™
und RPK;Pdk1'/oxAIpCeERT2  (h=0,0209) sowie auch zwischen RPK;AIb®®ER™ ynd
RPK;Mek1'o":Map2k2™: AIb“"*ERT2 (p=0,0156).

4.3.2 Metastasierung

Lungenmetastasen Peritonealmetastasen
*
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Abbildung 9: Einfluss der Mek1/2-Defizienz auf das Metastasierungspotential
(A) Vergleich des Metastasierungspotentials bei den Versuchskohorten; RPK (n=8), RPK;Pdkl

(B)

(n=9), RPK;Mek1/2 (n=18); signifikante Reduktion der Lungenmetastasen in Mek1/2-
defizienten und nicht signifikante Reduktion in Pdkl-defizienten im Vergleich zu RPK-
Versuchstieren; peritoneale Metastasierung von Mek1/2- und Pdk1-defizienten RPK-Tieren im
Vergleich zu RPK-Versuchstieren; *, p < 0,05; statistische Auswertung mittels exaktem Chi-
Quadrat-Test.

Vergleich der Grolle der Lungenmetastasen der Versuchskohorten; Analyse anhand des
Verhéltnisses der Metastasen-/Lungenflache (M/L) in Lungengewebeschnitten; Vergleich der
Versuchsgruppen nach M/L-Verhéltnis > oder < des Grenzwertes von 1 %

M/L - Ratio % (Links): *, p < 0,05. Statistische Auswertung mittels exaktem Chi-Quadrat-Test
(Fisher Yates Test oder Exakter Fisher Test).

M/L - Ratio % (Rechts): RPK 7,28 + 4,85 % vs. RPK;Pdk1 0,36 + 0,13 % bzw. RPK;Mek1/2 1,22
+ 0,79 %. Statistische Auswertung mittels Students t-Test.
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Versuchstiere, die bis zur Tumorentwicklung unter Beobachtung standen, wurden auf das
Vorhandensein von Metastasen untersucht. Leberkarzinome des RPK-Mausmodells zeigten
haufig eine Metastasierung in die Lunge und in das Peritoneum. Daher wurde die
Metastasierung dieser beiden Bereiche analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9
dargestellt. Versuchstiere des RPK;Mek1'/*:Map2k2”;AIb“®ER™ Genotyps zeigten eine
signifikant reduzierte Metastasierung in die Lunge. Eine Reduktion der Lungenmetastasen
wurde zuvor auch bei Pdkl1-defizienten Versuchstieren, jedoch ohne Signifikanz, beobachtet.
Bezlglich der Peritonealmetastasen konnte keine signifikante Reduktion dokumentiert
werden. Eine genauere Analyse der Lungenmetastasen zeigte eine deutliche Gré3enreduktion
in Mekl/2-defizienten Tieren. Wahrend die Lungenmetastasen der Kontrolltiergruppe
(RPK;AIb®"ERT2) pej circa 50 % der Versuchstiere groRer 1 % der Lungenflache waren, stellten
sich die Metastasen in beiden Versuchsgruppen (Pdkl-defizient, Mek1/2-defizient) in der
Mehrzahl der Tiere als kleiner dar. Ein Vergleich beider Versuchstierkohorten (Pdk1- und
Mek1/2-defizient) zeigte, dass Pdkl-defiziente Tumore in allen beobachteten Féllen
Lungenmetastasen mit einer GréRe <1 % der Lungenflache verursachten. Mek1/2-defiziente
Tiere dagegen zeigten Lungenmetastasen in einem kleineren Ausmald als die Kontrollgruppe,
jedoch waren diese anders als bei Pdkl-defizienten Tumoren nicht immer begrenzt auf
weniger als 1 % der Lungenoberflache (Abbildung 9 B). Allerdings konnte bezlglich der
Mek1/2-defizienten Tumore im Vergleich zu beiden anderen Tumorgruppen kein signifikanter

Unterschied der durch Metastasen betroffenen Lungenflache abgebildet werden.
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A RPK RPK;Mek1'"<ox; Mek 2+
B
RPK RPK;Pdk1'ox/lox RPK;Mek1'oox; Mek 2
AIbCER:Rosa26-S-EYFP AIbCER:Rosa26-S-EYFP AIbCER;:Rosa26-SLEYFP

N
Ao

N A

Abbildung 10: Einfluss der Pdkl- und Mek1/2-Defizienz auf das Metastasierungspotential.
Darstellung anhand histologischer Farbungen

(A) Reprasentative mikroskopische Erscheinung von Metastasen in Lunge (oben) und Peritoneum
umgeben von abdominalem Fettgewebe (unten) in Hamatoxylin/Eosin (H&E) Farbung; jeweils

Farbungen von RPK und RPK;Mek1/2- Versuchstieren (M = Metastase, L = Lunge); Mal3stab
100 pm.

(B) Lungenschnitte einer metastasierten Lunge eines RPK-Lebertumors (links) im Vergleich zu
zwei Lungen ohne Metastasen eines Pdkl1-defizienten (Mitte) und eines Mek1/2-defizienten
Lebertumors (rechts) in HE-Farbung (M = Metastase); MalRstab 2 mm.
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4.4 Aktivitat des MEK/ERK-Signalwegs in Tumoren

A RPK RPK;Pdk1'oxex RPK;Mek1">">x;Mek2"
A IbCraER; Rosa 26LSL-EYFP A ImeER; Rosa 26LSL-EVFP A ImeER,- RO sa. 26LSL-EYFP

B RPK RPK;:Mek 1o Mek2"

A ge
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Abbildung 11: Aktivitat der RAS-abhéangigen Signalwege PISK/AKT und MEK/ERK
(A) HE-Farbungen (oben) und immunhistochemische Farbungen gegen phospho-AKTTh308

(pAKTTNr308) (Mitte) flr die Aktivitat des PISK/AKT-Signalweges und phospho-ERK (pERK)
(unten) fir die Aktivitat des MEK/ERK-Signalweges; Jeweils reprasentative Darstellung von
Tumorarealen aller Versuchsgruppen; Mal3stab 100 pum.

(B) Immunhistochemische Farbungen gegen phospho-AKThr308 (pAKTThr308) (oben) fir die
Aktivitat des PI3K/AKT-Signalweges und phospho-ERK (pERK) (unten) fiir die Aktivitat des
MEK/ERK-Signalweges; Jeweils reprasentative Darstellung von tumorfreiem Lebergewebe
von RPK- sowie RPK;Mek1/2-defizienten Versuchstieren; Maf3stab 100 um.

(C) Nachweis der Proteinexpression von AKT (pan), pAKTThr308 pAKTSer473 ERK1/2, pERK1/2
und Hsp90a/f in Kontrollleberproben (n=2) sowie in RPK-Tumoren (n=4),
RPK;Pdk1-Tumoren (n=4) und RPK;Mek1/2-Tumoren (n=4) durch Western Blot.

Durch immunhistochemische Farbungen und Western Blots erfolgte die Analyse der
Signalwegaktivitat in Leber und Tumorgewebe. Ziel war eine Darstellung der durch die
Deletion hervorgerufenen verminderten Aktivitat der beeinflussten Signalwege. Der Fokus der
Untersuchung lag in der Detektion des RAF/MEK/ERK-Signalweges, sowie als Vergleich in
der Untersuchung des PI3K/AKT-Signalweges. Eine Analyse von Tumorgewebe erfolgte in
den Tumoren von RPK sowie Pdkl- und Mekl/2-defizienten Versuchstieren. Kontrollen mit

tumorfreiem Lebergewebe wurden aus RPK-Tieren ohne Tamoxifeninjektion gewonnen.

Zur Detektion der Signalwege wurden immunhistochemische Farbungen gegen phospho-ERK
(P-ERK, pERK) fir den MEK/ERK-Signalweg und gegen phospho-AKT™308 (P-AKTTh308
PAKTT™308) fiir den PI3K/AKT-Signalweg durchgefiihrt. RPK-Tumore zeigten im Allgemeinen
fur beide Signalwege eine deutliche Alteration.

Die immunhistochemische Farbung gegen P-ERK (Abbildung 11 A) zeigt in den RPK-Tumoren
eine eindeutige Expression in Tumor- sowie in tumorfreien Arealen. Eine P-ERK-Expression
stellt sich in der Farbung durch eine Braunfarbung der Zellen dar. In den bereits vorliegenden
Farbungen der Pdkl-defizienten Tumoren zeigte sich eine den RPK-Tumoren vergleichbare
Intensitat der P-ERK-Expression. In diesen beiden Versuchskohorten konnte eine besonders

intensive Farbung in den Tumorarealen dargestellt werden.

Auffallend zeigte sich in der immunhistochemischen Farbung fur P-ERK eine weiterhin deutlich
sichtbare Expression des RAF/MEK/ERK-Signalweges in Tumoren Mek1/2-defizienter
Versuchstiere. In diesen Tumoren zeigte die Farbung gegen P-ERK zur Detektion der Aktivitat
des RAF/MEK/ERK-Signalweges eine spezifische, hauptséachlich auf das Tumorareal
fokussierte, erhdhte Expression. Neben der deutlichen Anfarbung in den Tumorarealen lieRen
sich vereinzelt auch Zellen auRerhalb des eigentlichen Tumorgewebes anféarben. Bei genauer
Betrachtung dieser Zellen konnten teilweise bereits vorkommende Kernatypien festgestellt
werden (Abbildung 11 B).
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Die immunhistochemische Farbung auf P-AKT™"3% zeigte dagegen eine weniger spezifische
Anfarbung. Auch hier konnte eine starke Expression in Tumorgewebe registriert werden.
Verglichen mit der Farbung gegen P-ERK zeigt die P-AKT™3%8 Farbung in allen
Versuchskohorten eine starke Expression im Tumorgewebe, jedoch weist das tumorfreie
Lebergewebe ebenfalls eine starke Positivitat fur P-AKT™3% auf. In Mek1/2-defizienten
Tumoren wurde auRRerdem eine starke Expression von P-AKT™308 im peripheren gesunden
Lebergewebe festgestellt. Die Expression von P-AKT™3%8 stellte sich in den

Mek1/2-defizienten Tumoren als vergleichbar mit der Expression in den RPK-Tumoren dar.

Zur quantitativen Analyse der Proteinexpression wurden Western Blots aus Tumorgewebe
durchgefuhrt (Abbildung 11 C). Es erfolgte jeweils die parallele Analyse von RPK, Pdk1- und
Mek1/2-defizienten Tumoren im Vergleich zu nicht tumorésem Lebergewebe von
Kontrolltieren. Die untersuchten Tumore zeigten innerhalb ihrer zugehdrigen Gruppe zum Tell
sehr variable Ergebnisse.

Die Expression von P-AKT™08 ynd P-AKTSe™72 zeigte sich in den untersuchten Tumoren
deutlich erhéht im Vergleich zu Kontrolllebern ohne Tumorformation als Hinweis fir eine
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges. Auch in Tumoren der Pdk1-defizienten Versuchstiere
war eine erhOhte Expression zu beobachten. Eine hohe Expression von ERK1/2 und
P-ERK1/2 als Zeichen einer Aktivierung des MEK/ERK-Signalweges konnte in allen
Tumorgruppen nachgewiesen werden. Hingegen zeigten die Kontrollproben nur eine geringe
Expression von ERK1/2 und P-ERK1/2. Bei einem Vergleich der Mek1/2-defizienten Tumore
mit den Kontrollproben konnte ebenfalls eine vermehrte Expression nachgewiesen werden.
Die Ladekontrolle zum Nachweis einer fir alle Proben verwendeten gleichen Proteinmenge

erfolgte mit Hsp90a/p.

In den Tumoren der RPK;Mek1'®/"*:Map2k2”;Alb¢ER™2 Versuchskohorte war, anders als
zuvor erwartet, keine deutliche oder signifikante Hochregulation von P-AKT™"308 oder

P-AKTSe73  als Zeichen einer Aktivierung des PISK/AKT-Signalweges, zu erkennen.
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4.4.1 Analyse der mRNA-Expression von Zielgenen des MEK/ERK- sowie
des PI3K/AKT-Signalweges
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Abbildung 12: Relative mRNA-Expression von Zielgenen des MEK/ERK-Sighalweges Mek1/2-
defizienter Tumore
Relative mRNA-Expression von Zielgenen des MEK/ERK-Signalweges in RPK-Tumoren,und
RPK;Mek1/2-Tumoren.

Genexpression analysiert durch gRT-PCR (Normierung auf Gapdh). Expression der
RPK;Mek1/2-Tumoren dargestellt als Fold-Change gegenuber arithmetischem Mittel der
Expressionswerte der RPK-Tumore. Statistische Analyse mittels Students-t-test; *, p < 0,05.

Anhand der durchgeflihrten Western-Blots konnte die Signalwegaktivitat in den verschiedenen
Versuchskohorten auf Proteinebene untersucht werden. Die immunhistochemischen
Farbungen erlaubten eine Beurteilung maoglicher Unterschiede zwischen Tumor und
tumorfreiem Lebergewebe. Um die Aktivitat des MEK/ERK- und des PI3K/AKT-Signalweges
auf Hohe der mRNA-Expression zwischen den verschiedenen Versuchskohorten zu
vergleichen, erfolgte die Analyse bestimmter Zielgene mit der Durchfiihrung von qRT-PCRs.
Die Untersuchung der Zielgene erlaubt des Weiteren eine genauere spezifischere Analyse

einzelner Bestandteile der Signalwege.

Als MEK/ERK-Zielgene wurden Ccndl (Cyclin D1), Myc1 (Myelocytomatose 1), Fos (Fos Proto
Oncogene) und Fosll (Fos Like 1 oder Fos related antigen 1 (FRA-1)) untersucht. Die
Expression von Ccndl und Fosl1 lieferte keinen nennenswerten Unterschied zwischen den
Gruppen. Das Zielgen Fos zeigte in den Mek1/2-defizienten Tumoren eine leicht erhdhte
relative mRNA-Expression im Vergleich mit den RPK-Tumoren. Myc (Myelocytomatose) ist ein
haufig fehlreguliertes Protoonkogen, welches in einigen Malignomen fir die
Zellzyklusprogression und eine fehlgerichtete Apoptose verantwortlich ist (Stine, Walton,

Altman, Hsieh, & Dang, 2015). Myc wird durch viele verschiedene Signale aktiviert. Dazu
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zahlen unter anderem der Wnt/B-Catenin- und MEK/ERK-Signalweg (Campisi, Gray, Pardee,
Dean, & Sonenshein, 1984). Fir alle verwendeten Zielgene wurde die relative mRNA-
Expression der Mek1/2-defizienten Tumore im Vergleich zu RPK-Tumoren analysiert. Fir Myc
konnte, im Gegensatz zu den anderen untersuchten Zielgenen des MEK/ERK-Signalweges,
eine deutliche, jedoch nicht signifikante, Reduktion der Expression in den Mek1/2-defizienten
Tumoren beobachtet werden (Abbildung 12). Dies kann auf eine verminderte Aktivierung durch

den MEK/ERK-Signalweg zurtickzufthren sein.
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Abbildung 13: Analyse der relativen mRNA-Expression von Zielgenen des
PI3K/AKT- Signhalweges Mek1/2-defizienter Tumore

Relative mRNA-Expression von Zielgenen des PI3K/AKT-Signalweges in RPK-Tumoren,
RPK;Pdk1-Tumoren und RPK;Mek1/2-Tumoren.

Genexpression analysiert durch gRT-PCR (Normierung auf Gapdh). Expression der
RPK;Mek1/2-Tumoren dargestellt als Fold-Change gegeniber arithmetischem Mittel der
Expressionswerte der RPK-Tumore. Statistische Analyse mittels Students-t-test; *, p < 0,05.

Mit gRT-PCRs erfolgte auf gleiche Art wie die Analyse des MEK/ERK-Signalweges eine
spezifische Untersuchung der Aktivitdt des PI3K/AKT-Signalweges auf Hohe der mRNA-
Expression. Die Analyse der mRNA-Expressionen erfolgte in den Mek1/2-defizienten
Tumoren. Daten bezilglich der Expression in RPK und Pdkl-defizienten Tumoren lagen

dankenswerterweise bereits vor.

Zu den getesteten AKT-Zielgenen zahlen E2f1 (E2f transcription factor 1), Eif4b (eucariotic
translation initiation factor 4b), Pdk2 (pyruvate dehydrogenase kinase2), Mdm2 (mouse double
minute 2 homologue) sowie Nfkbl (nuclear factor kappa b subunit 1). Diese Gene haben
gemeinsame Funktionsbereiche in der Regulation und Aktivierung von Zellmigration
und -proliferation sowie Zelliiberleben (K. Chen et al., 2016; Pierce et al., 1999).
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Die relative mRNA-Expression von E2fl, Eif4b und Mdm2 wies in Mek1/2- defizienten
Tumoren im Vergleich zu beiden anderen Versuchsgruppen keine signifikante Veranderung
auf. Mekl/2-defiziente Tumore zeigten wie Pdkl-defiziente Tumore keine nachweisbar
signifikante verminderte Expression von Pdk2, verglichen mit RPK-Tumoren. Auch fur die

Expression von Nfkb1 konnte kein signifikanter Unterschied dargestellt werden.

Bad (Bc2-associated agonist of cell death) und Foxo3a (Forkhead box O3) sind weitere
Zielgene des PISK/AKT-Signalweges. Beide Uiben proapoptotische Effekte aus und unterliegen
einer negativen Regulierung und Inaktivierung durch den PI3K/AKT- und den MEK/ERK-
Signalweg (Y. Liu et al., 2018; S. Yang & Liu, 2017). Fur beide Zielgene konnte in Mek1/2-
defizienten Tumoren jedoch keine Verdnderung der mRNA-Expression im Vergleich zu RPK
beziehungsweise Pdk1-defizienten Tumoren gezeigt werden (Abbildung 13). Erklarend hierfur
ware eine wahrscheinlich gleichbleibende weiterhin aktive Inhibition durch den unbeeinflussten
PI3K/AKT-Signalweg.
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4.5 Differenzierungsanderung in Mek1/2-defizienten Tumoren
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Abbildung 14: Relevanz der Mek1/2-Defizienz in Bezug auf die Tumordifferenzierung in vivo

(A) Reprasentative histopathologische Farbungen fir Hamatoxylin/Eosin (H&E) Farbungen
(oben), immunhistochemische Farbungen fir Zytokeratin 19 (CK19) (Mitte) und HepPar
(unten) von; RPK, RPK;Pdk1, RPK;Mek1/2-Tumoren; Mafl3stab 100 pum.

(B) Links: Tumordifferenzierung entwickelter Tumoren durch histomorphologisches
Erscheinungsbild und immunhistochemische Farbungen fur Zytokeratin 19 (CK19) und
HepPar, Einteilung in cholangiozellulare (CCC), hepatozellulare (HCC) und Mischtumoren
(HCC/CCOQ).

Rechts: Grading von RPK- (n=18), RPK;Pdk1- (n=19) und RPK;Mek1/2-Tumoren (n=18);
Anzahl der gut bis maRig differenzierten (G1-G2, schwarz) und der niedrig bis
undifferenzierten Tumore (G3-G4, grau) in den verschiedenen Versuchskohorten; *, p <
0,05 **, p < 0,01; n.s., nicht signifikant.
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Alle drei Versuchskohorten wurden bezuglich ihrer Gewebedifferenzierung histopathologisch
analysiert. Hierfir wurden immunhistochemische Farbungen gegen CK19 und HepPar zum
Nachweis einer hepatozellularen oder cholangiozellularen Differenzierung angefertigt.
Exemplarische Ausschnitte der angefertigten Farbungen sind in Abbildung 14

zusammengestellt.

Neben der Einteilung in hepatozelllulare, cholangiozellulare sowie gemischte Tumore erfolgte
ein histopathologisches Grading anhand folgender Einteilung: G1 fur gut differenziertes
bosartiges Gewebe mit hoher Ubereinstimmung des Ursprungsgewebes, G2 fiir maRig und
G3 fur niedrig differenziertes boésartiges Gewebe. Die Kategorie G4 bezeichnet nicht

differenziertes bdsartiges Gewebe.

Die statistische Auswertung zeigt in der Versuchskohorte der Pdkl-defizienten
RPK-Versuchstiere sowie in der RPK-Kontrollgruppe ausschlieRlich Lebertumore mit
cholangiozellularer Differenzierung. In der Kohorte der Mek1/2-defizienten Versuchstiere liel3
sich ein signifikanter Unterschied der Differenzierung nachweisen. Neben einigen CCCs
exprimierten viele Tumore typische hepatozellulare Merkmale. Neben HCC/CCC-
Mischtumoren konnten mehrere Mek1/2-defiziente Tumoren als HCCs klassifiziert werden
(Abbildung 14 A und B).

Auch bei Analyse des Gradings der Tumore bestanden Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchskohorten. Rund 50 % der RPK-Tumore waren hoch bis gut
differenziert. Bei den Tumoren der RPK;Pdk1'o"°x: AIp©®ERT2 \yersuchskohorte zeigte sich ein
signifikant héherer Anteil hoch bis gut differenzierter Tumore mit 75 % aller Tumoren dieser
Kohorte. Dagegen zeigte sich bei den Tumoren der Mek1/2-defizienten Tiere ausschliel3lich
schlecht und undifferenzierte Tumore. Dieses hoch signifikante Ergebnis weist auf einen
Einfluss des MEK/ERK-Signalweges auf Art und Auspragung der Differenzierung hepatischer

Tumore hin.
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4.5.1 Analyse der mRNA-Expression von Differenzierungsmarkern
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Abbildung 15: Analyse der relativen mRNA-Expression von Differenzierungsmarkern Mek1/2-
defizienter Tumore

Relative mRNA-Expression von Differenzierungsmarkern in RPK-Tumoren, RPK;Pdk1-
Tumoren und RPK;Mek1/2-Tumoren.

Genexpression analysiert durch gRT-PCR (Normierung auf Gapdh). Expression der
RPK;Mek1/2-Tumoren dargestellt als Fold-Change gegenuber arithmetischem Mittel der
Expressionswerte der RPK;AlbCreER Tumore. Statistische Analyse mittels Students-t-test; *, p
< 0,05.

Wie Dbereits beschrieben, konnte in immunhistochemischen Farbungen eine
Differenzierungsanderung in Mek1/2-defizienten Tumoren beobachtet werden. Um potenzielle
Unterschiede in der Differenzierung der entstandenen Tumore zwischen den untersuchten
Versuchspopulationen zu detektieren, wurde die mRNA-Expression typischer Markerproteine
analysiert. Bei den verwendeten Markerproteinen handelte es sich um AFP, ALBUMIN und
CK19 (Zytokeratin 19; Genname Krt19) sowie VIMENTIN (Abbildung 15). Als Marker fir
hepatozellulare Differenzierung wurde die mRNA-Expression von Albumin und Afp verwendet.
Beide gelten als spezifische Marker zur Detektion von Zellen hepatozytarer Herkunft (Kakar,
Muir, Murphy, Lloyd, & Burgart, 2003; Shahid et al., 2015). AFP wird neben der Verwendung
im Forschungsbereich auch im klinischen Alltag in die Diagnosestellung miteinbezogen
(Schacherer & Schlottmann, 2009). Um hingegen eine mdgliche cholangiozellulare
Differenzierung nachzuweisen, wurde die mRNA-Expression von Ck19 analysiert. CK19 ist ein
weitverbreiteter Marker zur Unterscheidung von Gallengangskarzinomen von hepatozellularen
Karzinomen (Jain, Fischer, Serra, & Chetty, 2010). VIMENTIN ist ein Protein, das zu den
Intermediarfilamenten gerechnet wird und somit ubiquitér in den Zellen vorhanden ist. Es zahlt
als Marker fur epithelial-mesenchymale Transition (EMT) (Satelli & Li, 2011). Zur Detektion

mesenchymaler Zellen sowie Fibroblasten wurde VIMENTIN als Marker fir HCC eingesetzt

73



Ergebnisse

(Goodpaster et al., 2008; van Zijl et al., 2009). Die Auswertung der relativen mRNA-Expression
zeigte fur die Versuchsgruppe der Mekl/2-defizienten Tumore stets eine niedrigere
Expression aller genannten Differenzierungsmarker. Interessanterweise zeigten sich sowohl
fur den cholangiozellularen Marker Ck19 als auch fir die hepatozellularen Marker Afp und
Albumin eine verminderte Expression im Vergleich zu den RPK-Tumoren. Dies ist
mdoglicherweise vereinbar mit dem héheren Anteil entdifferenzierter Tumore, der in Mek1/2-

defizienten Tieren beobachtet wird.
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4.6 mRNA-Expression in RPK-Tumorzelllinien nach Behandlung mit
einem MEKZ1/2-Inhibitor
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Abbildung 16: RPK-Tumorzelllinien nach Mek1/2-Inhibition durch PD0325901
(A) Reprasentative mikroskopische Darstellung der RPK-Tumorzelllinien 2237 (links) und 2296
(rechts) nach 48 h Behandlung mit DMSO (oben) oder dem MEK1/2-Inhibitor PD0325901

(unten).

(B) Relative mRNA-Expression der Differenzierungsmarker Albumin  und Afp in
RPK-Tumorzelllinien nach 48 h Behandlung mit dem MEKZ1/2-Inhibitor PD0325901 im
Vergleich zu DMSO-behandelten Kontrollzellen; Genexpression analysiert mittels qRT-
PCR, Expression nach Mek1/2-Inhibition dargestellt als Fold-Change gegentiber normierter
Expressionswerte nach DMSO-Behandlung. Statistische Analyse mittels Students-t-Test; *,
p < 0,05.
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Um mdgliche funktionell relevante Signalwege fir die beobachtete Differenzierungséanderung
in Mek1/2-defizienten Tumoren zu untersuchen, wurden RPK-Tumorzellen in vitro untersucht.
Aus Lebertumoren von RPK-Versuchstieren gewonnene Tumorzelllinien wurden nach
Behandlung mit dem MEKZ1/2-Inhibitor PD0325901 hinsichtlich der mRNA-Expression von
hepatozytaren Differenzierungsmarkern untersucht. Der verwendete MEKZL/2-Inhibitor
PD0325901 wird zur Vereinfachung nachfolgend nur als MEK1/2-Inhibitor bezeichnet. Zur
Analyse standen zu Beginn vier Zelllinien zur Verfigung. Zwei Zelllinien konnten aufgrund
erschwerter Kultivierung nicht weiter analysiert werden. Vollstdndig untersucht wurden die
beiden Zelllinien RPK 2237 und RPK 2296. Mikroskopische Aufnahmen beider Zelllinien nach
48-stiindiger Behandlung mit dem MEKZL/2-Inhibitor und DMSO zeigten eine deutliche
Anderung des Zellphanotyps (Abbildung 16 A). Da in den in vivo Versuchen die histologische
Untersuchung einen moglichen Einfluss der MEK-Inhibition auf eine Anderung der Art der
Differenzierung beobachtet worden war, lag der Fokus auf einer Untersuchung der fir die
hepatozellulare Differenzierung bekannten Marker. Untersucht wurden unter anderem die
relative  mRNA-Expression von Albumin und Afp. Beide sind etablierte Marker fur
hepatozellulare Karzinome und zeigten eine deutliche Hochregulierung nach Behandlung mit
dem MEKZ1/2-Inhibitor (Abbildung 16 B). Aufgrund grof3erer Schwankungen zwischen den
einzelnen Versuchswiederholungen und der daraus folgenden grof3en Standardabweichung
ergab sich keine Signifikanz. Jedoch zeigte sich in jeder Versuchsdurchfiihrung eine klare
Tendenz hin zu einer deutlich starkeren Expression beider Marker nach Behandlung mit dem
MEKZ1/2-Inhibitor. Dies unterstitzt die in den immunhistochemischen Farbungen detektierte
Differenzierungséanderung in Mek1/2-defizienten Tumoren. Auflerdem starkt dies die
aufgestellte Hypothese, dass eine Inhibition des RAF/MEK/ERK-Signalweges einen Einfluss

auf die Differenzierung der Tumore hin zu einer hepatozellularen Differenzierung hat.
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4.7 Aktivitat des Hippo/Yap-Signalweges
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Abbildung 17: Analyse des Hippo/YAP-Signalwegs auf Protein- und mRNA-Ebene in Mek1/2-
defizienten Lebertumoren
(A) Nachweis der Proteinexpression von YAP, phospho-YAP (P-YAP) und Hsp90a/B in
Kontrollleberproben (n=2) sowie in RPK-Tumoren (n=4), RPK;Pdkl-Tumoren (n=4),
RPK;Mek1/2-Tumoren (n=4) durch Western Blot.

(B) Relative mRNA-Expression von Zielgenen des Hippo/YAP-Signalweges in RPK-Tumoren
und RPK;Mek1/2-Tumoren; Genexpression analysiert durch gqRT-PCR (Normierung auf
Gapdh). Expression der RPK;Mek1/2-Tumoren dargestellt als Fold-Change gegeniiber dem
arithmetischem Mittel der Expressionswerte der RPK-Tumore. Statistische Analyse mittels
Students-t-Test; *, p < 0,05.

Da es in dem verwendeten Mekl/2-Mausmodell trotz Ausschaltung des
MEK/ERK-Signalweges nach gewisser Zeit zur Entwicklung von Tumoren kam, erfolgte zur
Detektion eines fur die Tumorentstehung relevanten Signalweges die Analyse der
MRNA-Expression von Zielgenen des Hippo/YAP-Signalweges sowie die Durchfiihrung eines
Western Blots auf YAP und P-YAP (Abbildung 17). Eine alternative Uberexpression des
Hippo/YAP-Signalweges in Form einer Expression von Yapl konnte bereits von Kapoor et. al.

innerhalb eines Kras Mausmodells fiir duktale Adenokarzinome der Bauchspeicheldrise
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gezeigt werden (Kapoor et al., 2014). Ein &hnlicher Mechanismus wére daher auch fir das
hier verwendete RPK;Mek1/2-Mausmodell denkbar.

YAP (Yes-associated protein) ist eine Hauptkomponente des Hippo/YAP-Signalweges und
fungiert innerhalb des Signalweges als transkriptioneller Co-Aktivator. In den durchgefiihrten
Western Blots konnte in Mek1/2-defizienten Tumoren keine signifikant erhéhte Expression von
YAP sowie P-YAP im Vergleich zu den Kontrollebern und anderen Tumorkohorten beobachtet

werden.

Zur weiteren Analyse der Aktivitat des YAP-Onkoproteins in Mek1/2-defizienten Tumoren
erfolgte die Untersuchung der relativen mRNA-Expression von YAP-Zielgenen. Unter anderem
wurden Cyr61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61 oder CCN family member 1) und Ctgf
(connective tissue growth factor oder CCN2) als zu testende Zielgene ausgewahlt. Beide sind
Downstream-Effektoren des YAP-Co-Transkriptionsfaktors (Shome, von Woedtke, Riedel, &
Masur, 2020). Ilhnen werden wichtige Funktionen bei der Regulation der
Zelladhasion, -migration, -proliferation und -differenzierung zugeschrieben. Des Weiteren sind
sie involviert in Inflammationsreaktionen und Angiogenese (Brigstock, 2002). Eine Aktivierung
von Ctgf kann unter anderem direkt durch YAP erfolgen (Moon et al., 2020). Auch Gadd45
(Growth arrest and dna damage 45) wird, neben einer Rolle als Stresssensor, ein Effekt auf
die Zellproliferation, den Zellzyklus und Apoptose zugeschrieben (Salvador, Brown-Clay, &
Fornace, 2013). Als ein weiteres YAP-Zielgen ist Sppl (secreted phosphoprotein 1 oder
Osteopontin (Opn)) an der Regulierung von Zellproliferation, -migration und Inflammation
beteiligt (Wen, Jeong, Xia, & Kong, 2016). Gpc3 (Glypican — 3) sowie Amotl2 (Angiomotin Like
2) sind weitere gut untersuchte YAP-Zielgene. Wahrend Amotl2 durch negative Regulierung
eine Translokation von YAP unterbindet, konnte fiir Gpc3 eine Rolle in der Entstehung von
hepatozellularen Karzinomen gezeigt werden (Miao et al., 2013; Rotoli et al., 2017). Aufgrund
der beschriebenen Funktionen wurde die relative mRNA-Expression der genannten YAP-
Zielgene in Tumoren der RPK-Kontrollgruppe und den Mek1/2-defizienten Tumoren
untersucht (Abbildung 17 A). Die Zielgene Sppl, Amotl2, Cyr61 sowie Gadd45 zeigten zum
Teil signifikant verminderte mRNA-Expressionen in den Mekl/2-defizienten Tumoren
verglichen mit RPK-Tumoren. Fur Ctgf und Gpc3 zeigte sich dagegen kein Unterschied in der
MRNA-Expression. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass in Mek1/2-defizienten Tumoren
keine erhohte Aktivitat von YAP im Vergleich zu RPK-Tumoren vorliegt. Vielmehr verweist die
Herabregulation einiger Zielgene auf eine verminderte Aktivierung von YAP. Dies widerlegt
somit die Hypothese, dass nach Unterbindung des MEK/ERK-Signalweges der
Hippo/YAP-Signalweg fir die Tumorentstehung verantwortlich ist. Ein mit den Erkenntnissen

von Kapoor et. al. (2014) vergleichbares Ergebnis konnte somit nicht gezeigt werden.

78



Ergebnisse

4.8 Analyse der mRNA-Expression von relevanten Zielgenen des
NOTCH-Signalweges
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Abbildung 18: Analyse der relativen mRNA-Expression von Zielgenen des NOTCH-Signalweges
Mek1/2-defizienter Tumore

Relative mRNA-Expression von Zielgenen des NOTCH-Signhalweges in RPK-Tumoren,
RPK;Pdk1-Tumoren und RPK;Mek1/2-Tumoren.

Genexpression analysiert durch gRT-PCR (Normierung auf Gapdh). Expression der
RPK;Mek1/2-Tumoren dargestellt als Fold-Change gegenlber arithmetischem Mittel der
Expressionswerte der RPK- Tumore. Statistische Analyse mittels Students-t-test; *, p < 0,05.

Der NOTCH-Signalweg besitzt eine relevante Funktion beziiglich der Entwicklung und
Differenzierung vieler Organe. Eines davon ist das hepatobilidre System (Geisler et al., 2008).
Untersuchungen ergaben, dass dieser Signalweg eine wichtige Funktion zur biliaren
Differenzierung von Vorlauferzellen innehat. Bei einer inaktivierenden Mutation innerhalb des
NOTCH-Signalweges kann es zu einer intrahepatischen Gallengangshypoplasie (Alagille-
Syndrom) kommen. Der Zusammenhang zwischen fehlerhaftem NOTCH-Signalweg und
diesem Krankheitsbild zeigt bereits die Bedeutung des Signalweges fur die biliare
Differenzierung auf. Des Weiteren konnte durch Aktivierung des NOTCH-Signalweges eine
Differenzierungsanderung von Hepatozyten zu Cholangiozyten auch nach Abschluss der
Ausdifferenzierung beobachtet werden (Geisler et al., 2008; Kodama, Hijikata, Kageyama,
Shimotohno, & Chiba, 2004; Zong et al., 2009). Der NOTCH-Signalweg zeigt somit die

Fahigkeit zur ,Umprogrammierung® der Zellfunktion hin zu einer biliaren Differenzierung.

Da in den immunhistochemischen Farbungen eine Differenzierungsanderung der
entstandenen Tumore nachgewiesen werden konnte, erfolgte die detaillierte Untersuchung
des NOTCH-Signalweges.

Hesl (hairy and enhancer of split-1), Heyl (Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif

protein 1) und Nrarp (NOTCH regulated ankyrin repeat protein) wurden ausgewéhlt, um die
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Aktivitat des NOTCH-Signalweges zu analysieren. Alle drei sind wichtige Bestandteile oder
Downstream-Targets des NOTCH-Signalwege. Hes1, Heyl und Nrarp zeigten in den Mek1/2-
defizienten Tumoren eine signifikant erhéhte relative mRNA-Expression verglichen mit RPK-
Tumoren (Abbildung 18). Dies ist mit einer Aktivierung des NOTCH-Signalweges zu
vereinbaren und mag einen alternativen relevanten Signalweg fur die Hepatokarzinogenese
darstellen. Der NOTCH-Signalweg spielt, wie zuvor beschrieben, eine relevante Rolle in der
biliaren Differenzierung von Zellen. Die in den immunhistochemischen Farbungen festgestellte
Differenzierungsédnderung hin zu vermehrt HCCs hatte daher eine verminderte mRNA-
Expression der NOTCH-Zielgene in den Mekl1/2-defizienten Tumoren vermuten lassen. Im

Gegensatz dazu konnte jedoch eine Aktivierung des NOTCH-Signalweges aufgezeigt werden.
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4.9 Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges

A
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Abbildung 19: Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges in Mek1/2-defizienten Tumoren

(A) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) von RPK;Mek1/2- im Vergleich zu RPK-Tumore-;
Enrichment eines CTNNB1-Gensets in RPK;Mek1/2-Tumoren. Ctnnb1 kodiert fur B-Catenin

(B) Nachweis der Proteinexpression von 3-CATENIN, B-ACTIN, Glutamin Synthetase (GS) und
HSP90a/B in Kontrollleberproben (n=2) sowie in RPK-Tumoren (n=4), RPK;Pdk1-Tumoren
(n=4), RPK;Mek1/2-Tumoren (n=4) durch Western Blot.

(C) Reprasentative immunhistochemische Farbungen fir -Catenin von RPK und RPK;Mek 1/2
Tumoren; Maf3stab 100 um.

(D) Relative mRNA-Expression von Zielgenen des Wnt/B-Catenin-Signalweges in RPK-
Tumoren und RPK;Mek1/2-Tumoren; Genexpression analysiert durch gRT-PCR
(Normierung auf Gapdh). Expression der RPK;Mek1/2-Tumoren dargestellt als Fold-
Change gegenuber arithmetischem Mittel der Expressionswerte der RPK- Tumore.
Statistische Analyse mittels Students-t-Test; *, p < 0,05.

(E) Signifikante Steigerung der relativen mRNA-Expression von Axin2, Zielgen des Wnt/-
Catenin-Signalweges in RPK-Tumorzelllinien (2237, oben; 2296, unten) nach 48 h
Behandlung mit dem Mek1/2-Inhibitor PD0325901; Genexpression analysiert durch gRT-
PCR, Expression nach Mek1/2-Inhibition dargestellt als Fold-Change gegentiber normierter
Expressionswerte nach DMSO-Behandlung. Statistische Analyse mittels Students-t-test; *,
p <0,05.

Um Signalwege zu identifizieren, die bei Mek1/2-defizienten Tumoren einen Einfluss auf die
Differenzierung haben kdnnten, wurde RNA aus Tumoren isoliert und mittels RNA-seq
untersucht. Verglichen wurden RPK und Mek1/2-defiziente Tumore. Die Aufarbeitung und
Analyse der RNA-Proben mittels GSEA tibernahmen dankenswerterweise Dr. Rupert Ollinger
und Dr. Thomas Engleiter vom Institut fir Molekulare Onkologie, Klinikum rechts der Isar der
Technische Universitat Minchen. In der GSEA zeigte sich unter anderem ein Enrichment einer
CTNNB1-Gensignatur. Ctnnbl kodiert fur das intrazellulare Protein B-CATENIN. Durch das
Enrichment der Ctnnb1-Gensignatur lasst sich die Korrelation einer verstarkten Aktivitat des
Whnt/B-Catenin-Signalwegs in Mek1/2-defizienten Tumoren darstellen.

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg besitzt eine wichtige Rolle innerhalb der hepatischen
Entwicklung sowie der Zellproliferation und -regeneration. Es ist bereits bekannt, dass er, wie
auch der hier genauer untersuchte MEK/ERK-Signalweg, einen fiir die Hepatokarzinogenese
relevanten Signalweg darstellt. Aul3erdem wurden Mutationen in CTNNB1 in HCCs héaufig
nachgewiesen (Fatima, Lee, & Luk, 2011; He & Tang, 2020; Russell & Monga, 2018). Aufgrund
der bereits bekannten Relevanz des Signalweges fir die allgemeine hepatische Entwicklung,
der héufig vorliegenden Mutationen in CTNNB1 sowie des Enrichments der CTNNB1-
Gensignatur erfolgte die weitere Untersuchung des Wnt/3-Catenin-Signalweges in Bezug auf

die in den Tumoren vorliegende Mek1/2-Defizienz.

Zur Analyse einer mdglichen Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges erfolgten weitere

Untersuchungen der Protein- und RNA-Expression in Tumorproben. In der Immunhistochemie
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konnte, bei insgesamt sehr hoher intertumoraler Variabilitat der Ergebnisse, keine verstéarkte
Expression oder vermehrte nukleare Expression von B-Catenin in den Mek1/2-defizienten
Tumoren detektiert werden. Zur weiteren Untersuchung der Signalwegaktivitat erfolgte eine
guantitative Proteinanalyse mittels Western Blots flr den Nachweis von 3-Catenin und dem
Zielprotein Glutaminsynthetase (GS) des Wnt/B-Catenin-Signalweges (Abbildung 19 B). Auch
hier zeigten sich weder fir B-Catenin noch flir den Nachweis der Glutaminsynthetase
signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Tumorkohorten bei erneut sehr hoher
Variabilitat zwischen den einzelnen Tumorproben. Ein signifikanter Unterschied konnte jedoch
in der Proteinanalyse zwischen den Tumorkohorten und den Kontrollproben dargestellt
werden. Die Glutaminsynthetase gilt als wichtiges Zielgen des Wnt/B-Catenin-Signalweges in
der Leber (Loeppen et al., 2002). Sie ist als Enzym ein Bestandteil des Stickstoffwechsels und
wird in Hepatozyten exprimiert (Gebhardt & Mecke, 1983).

Zur Beurteilung der Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges, auf die die RNAseq-
Ergebnisse hinweisen, wurde die relative mRNA-Expression von Zielgenen des Wnt/B-
Catenin-Signalweges analysiert. Axin2 und Ccnd1 (Cyclin D1) konnten bereits als Targetgene
des Wnt/B-Catenin-Signalweges mit onkogenen Prozessen in Verbindung gebracht werden (Li
et al., 2016). Mutationen in AXIN2 und CCND1 konnten bereites in HCCs detektiert werden
(Taniguchi et al., 2002). Dkk1 (Dickkopf Wnt Signaling Pathway Inhibitor 1) und Dkk2 (Dickkopf
Whnt Signaling Pathway Inhibitor 2) sind zwei Vertreter einer Familie von sekretorisch aktiven
Proteinen, die als Inhibitoren des Wnt/B-Catenin-Signalweges fungieren. Sowohl Dkk1l wie
auch Dkk2 sind aufierdem innerhalb des Wnt/B-Catenin-Signalweges in einen negativen
Feedback-Loop eingebunden und entfalten somit innerhalb der Signalkaskade Downstream
sowie Upstream eine Wirkung. Fir beide Vertreter konnte bereits in mehreren Studien eine
Uberexpression in hepatozellularen Karzinomen nachgewiesen werden. (Fatima et al., 2011)
Aufgrund der mdglichen Wirkung von Dkk1 als Inhibitor oder Aktivator des Wnt/B-Catenin-
Signalweges wird Dkk1l als Onkogen sowie als Tumorsuppressorgen angesehen. Hinweise
zeigen, dass dies abhéangig von der betreffenden Zellpopulation ist. (L. Chen, Li, Li, Wang, &
Xie, 2013)

Die Zielgene Wifl, Dkk2, Dkkl sowie Lgr5 und Ephb2 zeigten keinerlei signifikante
Veranderungen der mRNA-Expression in Mekl/2-defizienten Tumoren im Vergleich zu
RPK-Tumoren. Fir das Zielgen Ascl2 (Achaete-Scute Family BHLH Transcription Factor2)
konnte sogar eine signifikante Herunterregulation im Vergleich zu den untersuchten RPK-

Tumoren festgestellt werden.

Fir eines des prominentesten Zielgene des Wnt/B-Catenin-Signalweges, Axin2, konnte jedoch
eine deutliche und signifikant hohere relative mRNA-Expression in den Mek1/2-defizienten

Tumoren gezeigt werden (Abbildung 19 D). Somit weisen die Daten aus GSEA und vermehrter
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Axin2-Expression zwar zusammen auf eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges hin,
allerdings scheinen im RPK-Modell nicht alle untersuchten Zielgene relevant zu sein.
Zusatzlich wird die Analyse einer Aktivierung des Signalwegs durch eine hohe Variabilitat der

Proteinexpression zwischen den Tumoren erschwert.

Zur weiteren Analyse einer moglichen Verbindung zwischen dem MEK/ERK und dem
Wnt/B-Catenin-Signalweg erfolgte daher eine Untersuchung in vitro mit Analyse der Axin2-
Expression der mit einem MEKZ1/2-Inhibitor behandelten Tumorzelllinien. Axin2 zeigte auch in
den behandelten Zellen eine deutliche und zum Teil signifikant vermehrte mRNA-Expression.
Somit konnte ein identischer Anstieg der relativen Axin2 Expression vor dem Hintergrund einer
MEK-Defizienz beziehungsweise Inhibition in den in vivo-Versuchen sowie in dem

vorliegenden in vitro-Versuch gezeigt werden.
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5 Diskussion

Leberkarzinome gehoren zu den haufigsten Krebserkrankungen weltweit. Wahrend sie bei
Frauen als neunthaufigste Krebserkrankung gilt, gehért sie bei Mannern zu den finf haufigsten
Krebserkrankungen. Viele relevante Risikofaktoren, wie beispielsweise Hepatitis oder
Alkoholkonsum, sind heutzutage als Ursache fir die Entstehung bekannt. Aufgrund einer
zumeist sehr spaten Diagnose und der hohen Variabilitat zwischen und auch innerhalb der
verschiedenen Lebermalignomen ist eine langfristig erfolgreiche Therapie nur selten mdglich.
So steht eine Leberkarzinomerkrankung bei Mannern an zweiter Stelle der gesamten
krebsbedingten Todesursachen (Ferlay et al., 2015). Einige neue Erkenntnisse konnten im
Bereich neuer diagnostischer Marker gewonnen werden. Jedoch fehlt weiterhin ein
alltagstauglicher Tumormarker zur Friiherkennung. (Anwanwan, Singh, Singh, Saikam, &
Singh, 2020; Z. Liu, Yang, Li, Jiao, & Lv, 2020) In den letzten Jahren konnten aul3erdem bereits
Schritte hin zu méglichen Systemtherapien zur Behandlung der Leberkarzinome unternommen
werden, jedoch sind noch keine breit anwendbare erfolgreiche Therapiemdglichkeiten
verfugbar (Anwanwan et al., 2020; Demir, Lee, & Kaseb, 2021). Dies unterstreicht die
Notwendigkeit der in dieser Arbeit durchgefihrten Grundlagenforschung zur
Hepatokarzinogenese.

In der vorliegenden Arbeit ist die gezielte Untersuchung des MEK/ERK-Signalweges als
moglicher fur die Hepatokarzinogenese relevanter Signalweg erfolgt. Hierfir wurde das
Uberleben innerhalb der Versuchstier- und der Kontrolltiergruppe zur Analyse der Auspragung
und Geschwindigkeit einer Tumorentwicklung genutzt. Des Weiteren erfolgte ein Vergleich der
Tumormetastasierung sowie der histologischen Differenzierung der entstandenen Tumore.
Aufgrund der nachgewiesenen Tumorentwicklung in Mek1/2-defizienten Tumoren wurden

weiterfiihrende Analysen anderer potenziell relevanter Signalwege ergénzt.

5.1 Uberlebensdauer und Signalwegaktivitat bei Tumorentwicklung

Bei Betrachtung der Uberlebensdauer der Mek1/2- sowie der Pdkl-defizienten
Versuchspopulationen, verglichen mit der RPK-Kontrolltierkohorte, konnte ein signifikant
verlangertes Uberleben der Versuchskohorten festgestellt werden. Da in beiden
Versuchskohorten jeweils ein Signalweg durch den angewendeten Versuchsaufbau
eingeschrankt worden war, lasst dies die Schlussfolgerung einer ausschlaggebenden
Relevanz des jeweiligen Signalweges fiir die Tumorentstehung in dem hier verwendeten RPK-

Mausmodell zu.

In beiden Versuchskohorten kam es trotz Inaktivierung eines Signalweges zu einer
Tumorgenese. Eine vollstandige Verhinderung der Tumorentstehung konnte nicht erreicht

werden. Das verlangerte Uberleben der Versuchstiere kann auf ein geringeres oder
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langsameres Tumorwachstum zuriickgefiihrt werden. Da in beiden Versuchskohorten (Pdk1-
und Mekl/2-defiziente Versuchstiere) jeweils nur einer der beiden primar beobachteten
Signhalwege (PISK/AKT- und MEK/ERK-Signalweg) eingeschrankt worden war, stiitzt dies die
Vermutung einer kompensatorischen Aktivierung des anderen oder eines weiteren
Signalweges. Die Aktivitat beider Signalwege wurde anhand immunhistochemischer

Farbungen und der Durchfiihrung von Western Blots Uberpruft.

Durch immunhistochemische Farbungen konnte in aus dem RPK-Mausmodell
hervorgegangenen Tumoren eine deutlich erhdhte Expression des MEK/ERK-Signalweges
wie auch des PI3K/AKT-Signalweges beobachtet werden. Bei Analyse der Expression der
Signalwege in Mek1/2-defizienten Versuchstieren ist aufgrund der zugrundeliegenden Theorie
eine verminderte Aktivierung des MEK/ERK-Signalweges und eine damit einhergehende
verminderte Expression von P-ERK zu vermuten. Jedoch konnte in den
immunhistochemischen Farbungen gegen P-ERK auch in Mek1/2-defizienten Tumoren eine
hohe Expression beobachtet werden. Diese beschréankte sich, anders als in den
RPK-Kontrolltieren, weitestgehend auf Tumorareale.

Als eine mdgliche Erklarung fur die vorhandene Expression von P-ERK ist eine nicht
vollstandig erfolgte Deletion von Mekl in einigen Hepatozyten bei gleichzeitig erhaltener
Rekombination von Rb, p53 und Kras zu nennen. Diese Hypothese wirde erklaren, dass
besonders Zellen mit noch vorhandenem Mek1l-Gen und dadurch aktivem MEK/ERK-
Signalweg fiir die Tumorentstehung verantwortlich sind. Dieser Erklarungsansatz bezieht sich
ausschlieBlich auf Mekl. Mek2 hingegen ist als kompletter Knock-out unabhangig von der
Expression der Cre-Rekombinase. Das Vorhandensein von Zellen ohne vollstéandige Deletion
von Mekl in Tumorarealen betont die Relevanz und Bedeutung des MEK/ERK-Signalweges
fur die Tumorentstehung. Dies unterstiitzend zeigte die immunhistochemische Farbung gegen
P-ERK nur vereinzelte P-ERK exprimierende Zellen im gesunden, die Tumoren umgebenden,
Lebergewebe. In Hepatozyten ohne P-ERK Expression kann von einer vollstdndigen Mek1-

Deletion ausgegangen werden.

Die immunhistochemischen Farbungen gegen P-AKT™"% ergaben in Mek1/2-defizienten
Tumoren ein mit den RPK-Kontrolltieren vergleichbares Ergebnis. In den Tumorarealen konnte
auch hier eine verstarkte Expression von P-AKT™3% peobachtet werden. Anders als fur
P-ERK konnte fiir P-AKT™308 gine generelle Expression auch in gesundem Lebergewebe
gezeigt werden. Dies deutet auf eine generelle Aktivitat des PI3K/AKT-Signalweges im
Lebergewebe hin und stellt verglichen mit der geringeren Anfarbbarkeit von P-ERK in
gesundem Lebergewebe einen Unterschied dar. Aufgrund des nicht beeinflussten PI3K/AKT-

Signalweges war dieses Ergebnis zu erwarten.
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Zur weiteren Bestatigung der Signalwegaktivierung erfolgte die Analyse der Proteinexpression
durch Western Blots. Allerdings ist anzumerken, dass innerhalb der einzelnen
Versuchskohorten eine grof3e Variabilitét besteht. Eine eindeutige Ergebnisinterpretation wird
dadurch erschwert. Die Variabilitat kann unter anderem durch den innerhalb einer Gruppe
unterschiedlichen Grad und zum Teil auch die Art der Differenzierung der Tumore zustande
gekommen sein. So kann besonders in der Gruppe der Mekl/2—defizienten Tumore das
Vorkommen verschiedener Leberkarzinomsubtypen einen Einfluss auf die variable
Proteinexpression ausgelbt haben. Wie bereits beschrieben, kam es innerhalb dieser Gruppe
zur Entwicklung von cholangiozellularen, hepatozellularen und gemischten Karzinomen.
Aullerdem mag sich zusatzlich der Fortschritt der Tumorentwicklung auf die Ergebnisse
ausgewirkt haben. Tumore wurden erst bei aufB3erlich bemerkbarem Einfluss auf den
Allgemeinzustand des Versuchstiers extrahiert. Je nach Lokalisation des Tumors kam es bis
zu diesem Zeitpunkt zu einem unterschiedlichen Ausmald der Tumorausdehnung. Die
genauere Betrachtung der Entstehungsorte der Tumore zeigte, dass Tumore nahe des
Leberhilus friiher zu Uberlebenseinschrankungen fiihrten und somit in einem bereits friiheren
Wachstumsstadium detektiert werden konnten. Entwickelten sich die Tumore weiter in der
Peripherie der Leber, so war ein ausgedehnteres Wachstum bis zur Beeintrachtigung maoglich.
Tumorgewebe gehort zu den schnell proliferierenden Geweben, welche eine intensive Blut-
und Nahrstoffversorgung bendétigen. Umso grofRer und fortgeschrittener die tumordse
Ausbreitung ist, desto schwieriger ist eine Aufrechterhaltung der Versorgung des gesamten
Tumorgebietes. Dies hat zur Folge, dass bei groReren Tumoren im Zentrum haufig eine
ausgedehnte Gewebsnekrose beobachtet werden kann. Das Vorliegen einer Nekrose konnte
in den entsprechenden Tumoren mikroskopisch bestatigt werden. In Tumorarealen mit
ausgepragter Nekrose ist eine unterschiedlich fortgeschrittene Proteindegradation nicht
auszuschliel3en, da es durch Hypoxie besonders in den Kernarealen des Tumors zur Nekrose
kommen kann wéahrend auRere Tumorbereiche noch ausreichend versorgt werden kénnen
(Kunz & Ibrahim, 2003; Lee et al., 2018). Da bei -80 °C aufbewahrtem Gewebe makroskopisch
eine Unterscheidung von ehemals vitalem und bereits nekrotischem Tumorgewebe nicht
machbar ist, war bereits die Gewinnung von ausreichenden Proteinkonzentrationen erschwert.
Die unterschiedlich stark fortgeschrittene Nekrose der verwendeten Tumoren kann durch
Degradation einiger nachgewiesener Proteine einen Einfluss auf die intern schwankenden

Ergebnisse ausgetbt haben.

Die Analyse der durchgefihrten Western Blots zur Untersuchung des PI3K/AKT- und
MEK/ERK-Signalweges zeigte eine verstarkte Proteinexpression innerhalb der Tumoren
verglichen mit den Proben der Kontrolllebern. Somit konnte eine erhfhte Aktivitat beider
Signalwege in Tumorgewebe festgestellt werden. Dies bestétigt die bereits gewonnenen

Erkenntnisse einer erhdhten Aktivitat beider Signalwege in tumorésem Gewebe aus den
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immunhistochemischen Farbungen. Die Pdkl-defizienten Tumoren zeigten eine &hnliche
Expression von AKT, P-AKT™3% ynd P-AKTS®“”® wie die beiden anderen untersuchten
Tumorkohorten. Dies konnte, wie bereits bei der Mekl/2-Defizienz beschrieben, auf eine
unvollstandige Inaktivierung dieses Signalweges in den fur die Tumorentstehung
zugrundeliegenden Zellen zurtickzufiihren sein. Da in den durchgefiihrten Western Blots eine
Analyse des PI3K/AKT-Signalweges Uber eine Bestimmung von AKT und P-AKTT"3%8 erfolgt
ist, kbnnte eine weitere Erklarung die alternative Aktivierung von AKT Uber parallele

Sighalwege, ohne Einbeziehung von Pdk1, sein.

Die Ergebnisse des Western Blots der Mekl/2-defizienten Tumoren konnten zeigen, dass
diese Tumore im Vergleich zu den Kontrollen deutlich erhéhte ERK1/2 und P-ERK
Expressionen aufweisen. Dies deutet auf einen hochregulierten MEK/ERK-Signhalweg
wéhrend der Tumorentstehung hin. Verglichen mit den beiden anderen Tumorkohorten zeigten
sich die P-ERK-Expressionen jedoch vermindert. Zurtickzufihren ist dies am ehesten auf die
durch die Mekl/2-Mutation erfolgte Inaktivierung. Die trotz Inaktivierung vorliegende
Restaktivitat lasst sich am ehesten durch die bereits beschriebene mdgliche unvollstandige
Deletion von Mekl im Tumorgewebe erklaren. Zur besseren Veranschaulichung der
stattgefundenen Mek1/2-Deletion wére eine Gegeniberstellung der Proben aus Kontrollebern
mit jeweils tumorfreiem Lebergewebe der RPK und Mek1/2-defizienten Tumoren sinnvoll.
Dies konnte aufgrund der zahlreichen kleinen, teils nur mikroskopisch sichtbaren Tumorknoten

in der Restleber der Tiere nicht realisiert werden

Bei einer durch die Mekl1/2-Defizienz bedingten Einschrankung des MEK/ERK-Signalweges
muss die dennoch vorhandene Tumorentwicklung auf weiteren Mechanismen begriindet sein.
Theoretisch denkbar wére hierbei eine alternative starkere Aktivierung des PI3K/AKT-
Signalweges, dessen Relevanz zur Tumorentstehung bereits von T. Roesner zuvor
beschrieben worden war. Eine deutlich starkere Aktivierung des PI3K/AKT Signalweges mit
erhohter P-AKT™3% oder P-AKTS®2 Proteinexpression konnte im Vergleich zu den RPK-
Tumoren in den durchgefiihrten Western Blots nicht beobachtet werden. Des Weiteren konnte
auch in der Analyse der relativen mRNA-Expression keine verstarkte Aktivitat des PI3K/AKT-
Sighalweges gezeigt werden. Hierbei ist zu beachten, dass AKT innerhalb des PI3K/AKT-
Signalweges anderen Regulierungen wie beispielsweise mTOR, einer Proteinkinase,
unterliegt. Die Proteinkinase mTOR reguliert Zellproliferation- und Wachstum innerhalb des
PI3K/AKT-Signalweges durch Phosphorylierung von AKT zu aktivem P-AKTS®72 (Sun,
Wankell, Palamuthusingam, McFarlane, & Hebbard, 2021). Da der PI3K/AKT-Signalweg nicht
als allein fr die Tumorentstehung verantwortlicher Signalweg festgestellt werden konnte, flhrt
dies zu der Annahme, dass ein oder mehrere andere Signalwege in der Tumorformation von
grolBer Relevanz sind. Andere RAS-abhangige Signalwege sind unter anderem der

Hippo/YAP-Signalweg und der Rho-Signalweg (Soriano, Alcon-Pérez, Vicente-Manzanares, &
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Castellano, 2021; Zinatizadeh et al., 2021). Diese Signalwege agieren mdglicherweise
zusatzlich parallel des MEK/ERK-Signalwegs oder fungieren bei dessen Inaktivierung

kompensatorisch als Ersatz.

Zur weiteren Bestatigung und Sicherung der Relevanz beider Signalwege ware es sinnvoll,
weiterfiihrende Untersuchungen mit Tiermodellen durchzuftihren, in denen beide Signalwege,
der PISK/AKT- und der MEK/ERK-Signalweg gleichzeitig eingeschrankt vorliegen. Dies wirde
eine gemeinsame Untersuchung beider Signalwege vereinfachen und mégliche alternative, fur

die Tumorentstehung relevante Signalwege leichter und eindeutiger demaskieren.

5.2 Metastasierungspotential

Die Ausbreitung und Verteilung der Erkrankung ist oft ein ausschlaggebender Faktor flr
therapeutische Optionen. Radikale kurative Therapien sind meist nur bei lokalem Befall
indiziert. Fur eine effektive Behandlung von Leberkarzinomen ist deshalb das

Metastasierungspotential und Geschwindigkeit der Tumorverbreitung relevant.

Versuchstiere des Genotypes RPK;Mek1'™/:Map2k2”;AIb"ER™? entwickelten signifikant
seltener Lungenmetastasen als RPK Kontrolltiere. Die verminderte Metastasenpravalenz und
-gréRe kann als weiteres Indiz fir die Bedeutung des MEK/ERK-Signalweges wahrend der
Tumorgenese gesehen werden. Zu beachten ist, dass alle vorliegenden Metastasen erst nach
Abschluss des Versuches analysiert wurden. Dies bedeutet, dass aufgrund des
unterschiedlichen Tumorwachstums eine grof3e Variabilitit der zugrundeliegenden
Entwicklungszeitspanne vorliegt. Da RPK-Versuchstiere eine schnelle Tumorentwicklung
zeigten, erfolgte hier die Detektion von Metastasen bereits nach wenigen Wochen.
Mek1/2-defiziente Versuchstiere entwickelten Tumore erst nach langerer Zeit, wodurch sich
auch der Zeitraum einer mdglichen Metastasierung deutlich erweitert. Trotz der Mdglichkeit
eines verlangerten Metastasenwachstums zeigte sich eine signifikant verminderte Anzahl an
Lungenmetastasen. Zudem fand eine Reduktion der peritonealen Metastasierung statt.
Deshalb sind die Ergebnisse der reduzierten Metastasierungstendenz der Mek1/2-defizienten
Tumore als verlasslich anzusehen. Mdglicherweise liegt die verminderte Metastasierung direkt
dem Einfluss der MEK/ERK-Sighalweginaktivierung zugrunde. Andererseits kann die
verminderte Metastasierung auf eine allgemeine langsamere Proliferation der Tumorzellen

zurickzufuhren sein.

H&aufig wird das Metastasierungspotential einer Tumorerkrankung und damit die Aggressivitéat
des Tumorwachstums mit der Differenzierungsauspragung in Zusammenhang gebracht (J6gi,
Vaapil, Johansson, & Pahlman, 2012). Bei anderen Tumorentitaten, beispielsweise in
Lungenadenokarzinomen, konnte in Mausmodellen bereits eine geringe Differenzierung mit

einem hohen Metastasierungspotential in Zusammenhang gebracht werden (Lambert,
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Pattabiraman, & Weinberg, 2017). Interessanterweise konnte dies in dem hier untersuchten
Mausmodell nicht beobachten werden. Stattdessen wurden trotz des Auftretens vermehrt

entdifferenzierter Tumore weniger Metastasen detektiert.

5.3 Tumordifferenzierung

Fur eine effektive Therapie ist die genaue Kenntnis Uber die Art der Erkrankung
ausschlaggebend. Umso gezielter und passender der Einsatz einer Therapie, desto effektiver
und nebenwirkungsarmer préasentiert sie sich in der Regel. Neben den haufigsten Typen der
priméren Lebertumore, dem hepatozellularen und dem cholangiozellularen Karzinom, liegen
haufig weitere seltenere Unterarten oder Mischtumore vor (Okuda et al., 2002; Petrick et al.,
2016). Bei Betrachtung der zugrundeliegenden Mutationen besteht selbst innerhalb der

einzelnen Tumorarten eine groRRe Variabilitat (Totoki et al., 2011).

Dem MEK/ERK-Signalweg werden ausschlaggebende Effekte auf die Proliferation und
Differenzierung von Zellen zugeschrieben (S. Yang & Liu, 2017). Der Einfluss des
MEK/ERK-Signalweges auf die Differenzierung von Hepatozyten konnte anhand der
Versuchstiere mit RPK;Mek1'™/:Map2k2™”;AlIb°"*ER™.Genotyp aufgezeigt werden. Deutlich
wurde dies anhand der Analyse der Tumore auf deren Differenzierung in verschiedene
Subtypen der Leberkarzinome. Nach Deletion von Mek1/2 konnten vermehrt Mischtumore,
bestehend aus hepatozellularen sowie cholangiozellularen Anteilen, und hepatozellulare
Tumore beobachtet werden. Es wurden zu einem geringen Anteil cholangiozellulare
Karzinome detektiert. Hier konnte ein signifikanter Unterschied der aufgetretenen Subtypen
zwischen den Mek1/2-defizienten Tumoren auf der einen und den RPK und Pdk1-defizienten
Tumoren auf der anderen Seite nachgewiesen werden. Dies erlaubt die Zuordnung von
differenzierungsfordernden Effekten des MEK/ERK-Signalweges und bestatigt damit die von
Yang & Liu (2017) bereits beschriebenen Effekte des MEK/ERK-Signalweges auf die
Differenzierung von Zellen. Die vorhandene Aktivitat des MEK/ERK-Signalweges in den RPK
sowie in den Pdk1-defizienten Tumoren hat somit mit gro3er Wahrscheinlichkeit einen Einfluss
auf die ausschlie3liche Entstehung von cholangiozellularen Tumoren. Die weiterhin
beobachteten Tumore des cholangiozellularen Subtypus und Mischtumore kénnten einerseits
auf die nicht in allen Tumorzellen vollstandig vorliegende Mek1/2-Deletion zuriickzufiihren
sein. Andererseits muss davon ausgegangen werden, dass weitere Mechanismen und
Signalwege, neben dem MEK/ERK-Signalweg, fir die Differenzierung zu cholangiozellularen

Tumoren relevant sein missen.

Die  immunhistochemisch  detektierte  Differenzierungsanderung  konnte  durch
gPCR-Auswertungen der mRNA-Expression der untersuchten Tumore bestatigt werden.

Hierbei wurden sowohl cholangiozellulare wie auch hepatozellulare Marker untersucht. Der

90



Diskussion

cholangiozellulare Marker Ck19 sowie die hepatozellularen Marker Afp und Albumin zeigten
eine verminderte Expression im Vergleich zu den RPK-Tumoren. Dies lasst sich
moglicherweise mit den weniger differenzierten Tumoren in Mek1/2-defizienten

Versuchstieren erklaren.

Auch in den durchgefiihrten in vitro Versuchen an RPK-Tumorzelllinien zeigten sich schlissige
Ergebnisse der mRNA-Expression. Nach Inkubation der Zelllinien mit dem MEKZ1/2-Inhibitor
konnte eine deutlich erhdhte mMRNA-Expression der hepatozellularen Marker Afp und Albumin
dargestellt werden. Eine erhdhte Expression dieser Marker bestétigt die in den
immunhistochemischen Farbungen dargestellte Differenzierungsanderung hin zu vermehrt

hepatozellularen Tumoren.

Neben der Anderung der Differenzierungsrichtung in Mek1/2-defizienten Tumoren konnte
aulBerdem auch eine Veranderung des Differenzierungsgrades beobachtet werden. Die
schwéachere und weniger ausgeprégte Entdifferenzierung in Mek1/2-defizienten Tumoren zeigt
einen weiteren Aspekt des MEK/ERK-Signalweges beziiglich der Differenzierung. Hatten
Tumore mit aktivem MEK/ERK-Signalweg anteilig eine hohe bis gute Differenzierung so
konnte in allen analysierten Mek1/2-defizienten Versuchstieren nur maRig differenzierte bis
nicht differenzierte Tumore nachgewiesen werden. Jedoch muss auch hierbei davon
ausgegangen werden, dass der MEK/ERK-Signalweg nicht allein fir eine hohe Differenzierung
verantwortlich ist. Die Halfte aller RPK-Tumore ohne weitere Deletionen zeigte eine gute bis
mapige Differenzierung. Unter den restlichen RPK-Tumoren konnten teilweise auch
vollstandig undifferenzierte Tumore beobachtet werden. Dies erlaubt die Schlussfolgerung,
dass im Gegensatz dazu ein aktiver MEK/ERK-Signalweg allein nicht direkt zu gut oder hoch
differenzierten Tumoren fihrt. Weiter zeigt ein Vergleich mit Pdk1-defizienten Tumoren, dass
auch ein Herabsenken der Aktivitat des PI3K/AKT-Signalweges einen signifikanten Einfluss
auf den Grad der Differenzierung zu haben scheint. Jedoch flihrt eine verminderte Aktivitat
des PI3K/AKT-Signalweges im Gegensatz zur Beeinflussung des MEK/ERK-Signalweges
nicht zur Entdifferenzierung, sondern zur besseren Differenzierung der Tumore. Andersherum
scheint eine Aktivitat des PISK/AKT-Signalweges eine Entdifferenzierung zur Folge zu haben.
Gut moglich ware daher, dass in Mek1/2-defizienten Tumoren die vorhandene Aktivierung des
PI3K/AKT-Signalweges die Entdifferenzierung fordert. Der Einfluss beider Signalwege auf den
Grad der Differenzierung stellt sich somit als entgegengesetzt dar. In der Forschung weiterer
Tumorentitdten wie dem Mammakarzinom und dem Kolorektalen Karzinom konnte der
PI3K/AKT-Signalweg bereits in Zusammenhang mit der Art der Zelldifferenzierung gebracht
werden (Riggio et al., 2012; Zhang et al., 2019).

Wie bereits erlautert, konnte nach Inaktivierung des MEK/ERK-Signalweges eine

hepatozellulare Differenzierung in Tumoren nachgewiesen werden. Um eine Erklarung fur den
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Differenzierungswechsel zu erhalten, erfolgte die Analyse weiterer Signalwege. Der Fokus lag
hierbei unter anderem auf der Untersuchung des Hippo/YAP-Signalweges, des NOTCH-,
sowie des Wnt/B-Catenin-Signalweges. Der Hippo/YAP-Signalweg wurde gewahlt, da
Uberexpressionen des Hippo/YAP-Signalweges bereits innerhalb eines Kras Mausmodells

beobachtet werden konnte (Kapoor et al., 2014).

Als moglicher kompensatorisch aktiver Signalweg wurde der Hippo/YAP-Signalweg auf seine
Protein- und mRNA-Expression in den Tumorkohorten untersucht. Die Untersuchung der
Proteinexpression von YAP zeigte keinen signifikanten Unterschied in Mek1/2-defizienten
Tumoren. In den Daten der relativen mRNA-Expression zeigte sich in einigen untersuchten
Zielgenen eine signifikante Herunterregulierung der mRNA-Expression. In Mek1/2-defizienten
Tumoren konnte somit keine erhohte Aktivitdit von YAP im Vergleich zu RPK-Tumoren
dargestellt werden. Vielmehr weisen die Ergebnisse auf eine verminderte Aktivierung von YAP
hin. Dies widerspricht der Hypothese, dass nach Unterbindung des MEK/ERK-Signalweges
der Hippo/YAP-Signalweg fir die stattgefundene Tumorentstehung verantwortlich ist. Des
Weiteren konnten damit Ergebnisse aus bereits bekannten Untersuchungen von Solberg et.
al. (2019), die eine Interaktion des Hippo/Yap-Signalweges mit dem MEK/ERK-Signalweges
zeigten, in dem hier untersuchten Mausmodell nicht bestéatigt werden (Solberg, Melheim,
Strand, Olsen, & Krauss, 2019).

Neben dem Hippo/YAP-Signalweg erfolgte eine Analyse des NOTCH-Signalweges. Der
NOTCH-Signalweg wurde aufgrund seiner bereits bekannten Relevanz in der Entwicklung und
Differenzierung des hepatobiliaren System genauer analysiert. Zwar konnte der NOTCH-
Signalweg mit der Entwicklung der intrahepatischen Gallenwege in Verbindung gebracht
werden, allerdings ist seine genaue Funktion innerhalb dieses Prozesses noch nicht
vollstandig erforscht. Erschwerend ist hierbei, dass homozygote Mutationen in Genen des
NOTCH-Signalweges zu einer Fehlentwicklung der Organe, sowie haufig auch zu
embryonalem Versterben der Versuchstiere fihrt (Geisler et al., 2008). Dies spiegelt jedoch
auch die Bedeutung des Signalweges fir die Organentwicklung wider. Eine erhdhte Aktivitat
des Signalweges konnte mit einer Differenzierungsédnderung von Hepatozyten zu
Cholangiozyten in Bezug gebracht werden (Geisler et al., 2008). So konnte bei NOTCH-
Signalwegaktivitat die Entwicklung von bilidrem Epithel innerhalb hepatozytar gebildeter
Leberlappchen durch Zong et. al. (2009) gezeigt werden (Zong et al., 2009). Die Fahigkeit des
NOTCH-Signalweges, eine biliare Differenzierung in Hepatozyten oder hepatischen
Vorlauferzellen anzuregen, konnte durch Zender et. al. (2013) weiter bestétigt werden (Zender
et al.,, 2013). Die Zusammenschau dieser Ergebnisse legt eine Bedeutung des NOTCH-
Signalweges fur die CCC-Entstehung nahe. Neben Malignomen der Leber konnte eine
Dysregulation des NOTCH-Signalweges bereits in weiteren Karzinomentitaten, wie

beispielsweise in Mammakarzinomen nachgewiesen werden (Katoh & Katoh, 2020; Shen &
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Reedijk, 2021). Weitere Untersuchungen deuteten darauf hin, dass Notchl eine
proliferationsinhibierende Wirkung auf Hepatozyten hat und somit als Tumorsupressorgen zu

fungieren scheint (Croquelois et al., 2005; Zender et al., 2013).

Die beobachtete Hochregulierung der fur den NOTCH-Signalweg spezifischen Zielgene
erlaubt die Hypothese einer vermehrten Aktivitdt des Signalweges in Mek1/2-defizienten
Tumoren. Diese beobachtete Aktivierung des NOTCH-Signalweges ist vereinbar mit bereits
der zuvor in Mammakarzinomen, nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen sowie in
hamatologischen Malignitaten nachgewiesener Aktivierung (Katoh & Katoh, 2020). Wie bereits
beschrieben, war aufgrund der vermehrten hepatozellularen Differenzierung und des
bekannten Einflusses des Signalweges auf die bilidre Entwicklung eine verminderte Aktivitat
des Signalweges zu erwarten. Entgegen diesen Erwartungen zeigte sich jedoch eine
vermehrte Aktivitat.

Ein Zusammenhang zwischen dem MEK/ERK- und NOTCH-Signalweg konnte bereits von
Tremblay et. al., 2013 fur Tumorzellen des Pankreases dargestellt werden. In Tumorzellen des
Pankreas fuhrte eine Aktivierung des MEK/ERK-Signalweges zu einer erhohten Aktivitat des
NOTCH-Signalweges. Dies wurde durch eine erhdhte Expression des Zielgenes Hes1 gezeigt
(Tremblay, Paré, Arsenault, Douziech, & Boucher, 2013). Auch diese bereits nachgewiesene
Regulation konnte in dem untersuchten Mausmodell nicht bestatigt werden. Es zeigte sich eine
gegenteilige Regulierung. Wodurch die detektierte Abweichung der NOTCH-Signalwegaktiviat
in Mek1/2-defizienten Tumoren, verglichen mit den RPK-Tumoren bedingt ist, lasst sich bisher

nicht erklaren.

Ein weiterer Schwerpunkt der Analyse lag auf dem Whnt/B-Catenin-Signalweg. Fir diesen
Signalweg konnte in kolorektalen Karzinomen bereits ein Zusammenhang der erhdhten
Aktivitat des Signalweges mit unterdriicktem beziehungsweise inaktiviertem MEK/ERK-
Signalweg gezeigt werden (Zhan et al., 2019). Mutationen des Wnt/B-Catenin-Signalweges
konnten in groRerer Anzahl in hepatozelluldaren Karzinomen nachgewiesen werden (Coulouarn
et al., 2012; Nault & Zucman-Rossi, 2011).

Die Proteinexpressionen von (-Catenin und Glutaminsynthetase zeigten, wie bereits in
Abbildung 19 B dargestellt, variable Ergebnisse innerhalb der Tumore einer Versuchskohorte.
Aus diesem Grund ist eine Aktivierung nur schwer zu detektieren. Auch in den
immunhistochemischen Farbungen zeigte sich eine gleichméaRige B-Catenin-Expression
vergleichbar zu den RPK-Tumoren. Eine eindeutige Aussage zu einer vorliegenden
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges ist anhand dieser Ergebnisse somit nicht zu

treffen.

Die Auswertungen der relativen mRNA-Expression anhand von qPCRs ergaben sowohl fur die

in vivo sowie auch fur die in vitro Versuche eine signifikant erhfhte Expression von Axin2,
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eines wichtigen Zielgens des Wnt/B-Catenin-Signalweges (H. Liu et al., 2016; Taniguchi et al.,
2002). Da in dem durchgefihrten in vitro Zellkulturversuch mit einem MEK1/2-Inhibitor anhand
der relativen mRNA-Expression sowohl Differenzierungsanderungen wie auch eine erhdhte
Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges gezeigt werden konnten, ist von einer Aktivierung
dieses Signalweges auszugehen. Des Weiteren konnte auch in der durchgefuhrten GSEA eine
signifikante Anreicherung von B-CATENIN-regulierten Zielgenen gezeigt werden. Dies ist ein
weiterer Hinweis fur eine verstarkte Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges in Mek1/2-
defizienten Tumoren, auch wenn eine vermehrte Aktivierung auf Proteinebene nicht eindeutig

nachweisbar ist.

Die Bedeutung der Mek1/2-Inhibition fur die Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges konnte
bereits von Zhan et. al. (2019) gezeigt werden. Zhan et. al. identifizierten MEK1/2-Inhibitoren
als effektive Aktivatoren des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges in kolorektalen
Tumorzelllinien. Neben weiteren Zielgenen konnte dabei nach MEK1/2-Inhibition eine erhdhte
Axin2 Expression in den Tumorzelllinien detektiert werden. Eine erhohte Aktivitat des
kanonischen  Wnt/B-Catenin-Signalweges nach  MEK-Inhibition an  kolorektalen
Karzinomzellen konnte auch von Solberg et. al. (2019) gezeigt werden. Hierbei konnte nach
MEK-Inhibition eine durch YAP ausgeldste erhthte Transkription von Axin2 nachgewiesen
werden (Solberg et al., 2019). Die erhdhte Expression von Axin2 kdnnte aber auch durch eine
alternative oder parallele Aktivierung eines verwandten Signalweges bedingt sein. Jedoch
muss dabei bedacht werden, dass die untersuchten Zielgene des Wnt/B-Catenin-Signalweges
gewebsspezifisch relevant sind. So konnten auch in der Untersuchung von Solberg et. al.
(2019) nur vereinzelte Zielgene, unter anderem Axin2, als hochreguliert nachgewiesen und
somit eine Aktivierung des Signalweges aufgezeigt werden. Weiter geht aus den bereits zuvor
diskutierten Ergebnissen hervor, dass keine Aktivierung des Hippo/YAP-Signalweges
vorzuliegen scheint. Damit kann der von Solberg et. al. (2019) vorbeschriebene
Regulationsmechanismus von Axin2 Uber eine erhthte YAP-Expression im vorliegenden
Mausmodell ausgeschlossen werden. Dieser Signhalweg ist damit wahrscheinlich fur die

Hepatokarzinogenese bei Mek1/2-Defizienz nicht ausschlaggebend.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die Varianz der Ergebnisse bei Verdacht auf eine
vorliegende Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges ist, dass beide analysierten Proteine,
Glutaminsynthetase und B-CATENIN, nicht als geeignete Markerproteine fungieren. Dies
konnte durch Aktivierung des nicht-kanonischen Wnt/3-Catenin-Signalweges oder vorliegende
Unterschiede der Proteinexpression im Zytosol und Kern bedingt sein (He & Tang, 2020).
Erfolgt die Signaltransduktion des kanonischen Wnt/B3-Catenin-Signalweges Uber -CATENIN,
so erfolgt eine Translokation des Proteins in den Zellkern. Dort findet eine durch 3-CATENIN
vermittelte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren statt und fiihrt zu einer verstarkten

Differenzierung und Proliferation des Gewebes (Pai et al., 2017). Da eine Analyse der
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Proteinexpression anhand von Western Blots eine exakte und sehr feine Analysemethode
darstellt, ist es gut moglich, dass der durchgefihrte Western Blot aus diesem Grund die
Unterschiede nicht darstellen konnte. Zur genaueren Auswertung konnte eine Analyse der

Proteinexpressionen aufgetrennt nach zytosolischem und nukledrem Protein hilfreich sein.

Die immunhistochemischen Farbungen konnten keine klaren Unterschiede zwischen
Mek1/2-defizienten Lebertumoren und RPK-Tumoren darstellen. Denkbar ist, dass immun-
histochemische Farbungen gegen B-CATENIN nicht ausreichend selektiv fungieren, um eine
Anderung zu detektieren. Da es sich mdglicherweise um eine sehr spezifische und selektive
Expressionsanderung in Form einer nuklearen Expression von 3-CATENIN zu handeln scheint
(wie zuvor bei der Methodik des Western Blots beschrieben), kdnnte eine
immunhistochemische Farbung gegen B-Catenin nicht die geeignete Methodik sein (Anthony,
Robbins, Ahmed, & Lee, 2020). Eine Darstellung einer nuklearen Expression ist technisch
durchaus maoglich jedoch als komplizierter anzusehen (He & Tang, 2020). Die Ergebnisse

dieser Farbung kénnen somit relativiert werden.

Durch die klaren und signifikanten Ergebnisse der relativen mRNA-Expressionen sowie der
Ergebnisse der durchgefihrten GSEA erscheint eine erhdhte Aktivitat des Wnt/B-Catenin-
Signalweges in Mek1/2-defizienten Lebertumoren zum jetzigen Zeitpunkt wahrscheinlich. Die
gefundenen Ergebnisse der immunhistochemischen Fé&rbungen und des Western-Blots
erfordern eine weiterfiilhrende und erneute Verifizierung. Fir die beobachtete
Differenzierungsanderung der Mek1/2-defizienten Tumore kommt die verstarkte Aktivitat des
Wnt/B-Catenin-Signalweg als verantwortlicher Signalweg in Betracht. Zur eingehenden
Analyse und Bestatigung der Relevanz des Wnt/B-Catenin-Signalweges ist die weitere
Erhebung und Auswertung detaillierter Sequenzierungsdaten bei anderen Mek1/2-defizienten
Tumoren ein mdoglicher notwendiger Schritt. Durch genauere und umfangreichere
Sequenzierungsdaten kénnte eine erneute Bestatigung der Relevanz des Signalweges flr
Klarheit sorgen. Ein neuer Angriffspunkt fir potenzielle Therapeutika liel3e sich damit sichern.
Zudem kdnnte eine weiterfihrende Diagnostik noch weitere potenziell wichtige Signalwege flr
die Differenzierungsanderung demaskieren zusatzliche Angriffspunkte fiir Therapeutika

offenlegen.
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6 Fazit

Aufgrund der stark begrenzten Moglichkeiten zur Therapie eines Leberkarzinoms ist die
Entwicklung von neuen Therapeutika und die Aneignung des dafir notwendigen Wissens tber

die Krankheitsentstehung von grof3er Prioritat.

Ziel dieser Arbeit war daher die detaillierte Untersuchung des MEK/ERK-Signalweges in der
hepatischen Karzinogenese anhand des bereits zuvor etablierten RPK-Mausmodells fir
cholangiozellulare Tumore. Die Interpretation der Ergebnisse erfolgte in engem Bezug zu der
zuvor erstellten Arbeit ,Analyse der Bedeutung des MEK/ERK- und des PI3K/AKT-Signalwegs
in einem genetischen Mausmodell der hepatischen Karzinogenese® von T. Résner. Anhand
der Auswertung der Uberlebensproportionen, des Metastasierungspotentials sowie der
Begutachtung der Tumordifferenzierung und Aktivitat verschiedener Signalwege konnte eine
eindeutige Relevanz des MEK/ERK-Signalweges fir die hepatische Karzinogenese
nachgewiesen werden. Eine Inaktivierung des MEK/ERK-Signalweges hat somit ein
verlangertes  Uberleben  mit  langsamerem  Tumorwachstum und  verringerter
Metastasenpravalenz zur Folge. Des Weiteren verursacht die Inaktivitit der MEK/ERK-
Enzymkaskade eine vermehrte hepatozellulare Differenzierung mit deutlich schlechterem
Grad der Differenzierung. Als moglicher fur die Differenzierungsanderung bei Mek1/2-
Defizienz verantwortlicher Signalweg wurde unter anderem der Wnt/3-Catenin-Signalweg
genauer untersucht. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg konnte bei Mek1/2-Defizienz als verstarkt
aktiviert nachgewiesen werden. Dies konnte durch vermehrte mRNA-Expression und durch
erhdhter Expressionswerte assoziierter Gene in einer RNA-Sequenzierung nachgewiesen
werden. Somit scheint eine Beeinflussung der Differenzierung und Tumorentstehung durch
den Signalweg mdglich zu sein. Beide Signalwege, der PI3K/AKT- und MEK/ERK-Signalweg,

zeigten einen Einfluss auf die Tumorentstehung.

Als nachsten Schritt kann sich eine noch tiefere und genauere Charakterisierung Ras-
abhangiger Signalwege in der hepatischen Karzinogenese die Generierung eines

RPK-Mausmodells mit gleichzeitig vorliegender Pdk1- und Mek1/2-Defizienz anschlie3en.

Durch die Inaktivierung beider Ras-abhangigen Signalwege koénnte ein noch starker
verlangsamtes Tumorwachstum oder auch eine generelle Unterbindung der Tumorentstehung

erreicht werden. Dies ware eine Grundlage zur Entwicklung einer medikamentésen Therapie.
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