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1. Zusammenfassung/Abstract

1. Zusammenfassung

Einleitung: In der vorliegenden Dissertation wurde die Expression des NF-kB essential
modulator NEMO im humanen hepatozellularen Karzinom (HCC) (n = 11), im humanen
cholangiozellularen Karzinom (CCC) (n = 12) sowie in humanen Kkolorektalen
Lebermetastasen (MCRC) (n = 12) genauer untersucht. Es ist bereits bekannt, dass der
nukleare Transkriptionsfaktor kB (NF-kB), dessen Aktivitat durch NEMO reguliert wird,
eine Schlusselrolle bei der Inflammation, der Antwort auf oxidativen Stress sowie in der
Karzinogenese durch die Regulation antiapoptischer und die Zellproliferation férdernder
Zielgene spielt. Im Mausmodell hat sich gezeigt, dass NEMO entscheidend die
Hepatokarzinogenese beeinflusst. Untersuchungen zur Expression im CCC oder im
MCRC liegen derzeit noch nicht vor. Methodik: Die humanen Gewebeproben, die in
dieser Dissertation analysiert wurden, wurden im Rahmen von Hemihepatektomien
entnommen und die NEMO-Expression mittels Real-Time-PCR und mittels Western
Blot bestimmt. Ergebnisse: Da aktuell fir die untersuchten Tumorarten noch keine
hochsensitiven und hochspezifischen Tumormarker fur die Friherkennung existieren,
wurde zuné&chst ermittelt, ob sich Expression von NEMO in den untersuchten Tumoren
unterscheidet. In allen Tumorgewebe wurde NEMO auf mRNA-Ebene vermindert und
auf Protein-Ebene vermehrt exprimiert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Tumorgruppen. Die Werte fUr die Sensitivitat und Spezifitdt, die mittels
ROC-Analyse ermittelt wurden, befanden sich im mittleren Bereich (HCC: Sensitivitat:
73-82%, Spezifitdt: 63-71%; CCC: Sensitivitat: 75%, Spezifitat: 61-79%; mCRC: nicht
signifikant). Die Analyse des Einflusses von NEMO auf Kklinisch-pathologische
Parameter zeigte, dass sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene mit
steigender Tumorgro3e bzw. Ausdehnung im Trend hohere Expressionswerte gemaf
der Literatur gemessen wurden.

Eine signifikante Verminderung von NEMO liel3 sich in schlecht differenzierten Tumoren
(G3) nachweisen (MRNA: p-Wert = 0,0004; HCC: p-Wert = 0,006; CCC: p-Wert =
0,008). In der Gruppe mCRC war die Expression im G3-Tumor zwar vermindert, jedoch
nicht signifikant (p-Wert = 0,416). Bei einem Cut-Off-Wert von 42% (HCC) bzw. 40,5%
(CCC), d.h. einer relativen mRNA-Erniedrigung im Tumorgewebe, wurden die Proben
insbesondere in der Gruppe HCC hochsensitiv (100%) und hochspezifisch (100%)
(CCC: Sensitivitat: 75%, Spezifitat: 87,5%) dem Differenzierungsgrad zugeordnet. Auf

Proteinebene zeigte sich insgesamt eine Verminderung der relativen Protein-
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Expression im G3-Tumor im Vergleich zum nichtmalignen Referenzgewebe (p-Wert =
0,001; HCC: p-Wert = 0,008; CCC: p-Wert = 0,062; mCRC: p-Wert = 0,112). In der
Gruppe HCC wurden alle Differenzierungsgrade anhand des NEMO-Protein-Levels
erkannt. Der Test war zu 100% sensitiv und spezifisch.

Fur einen direkten Zusammenhang zwischen NEMO und der humanen
Steatoseentwicklung wie sie sich im Mausmodell zeigte, gibt es in dieser Studie keinen
Anhaltspunkt.

Schlussfolgerung: Insgesamt zeigt diese Studie, dass NEMO weder tumorspezifisch

exprimiert wird noch zur Tumorfriherkennung als Biomarker geeignet ist. Dennoch
spielt NEMO eine zentrale Rolle in der Tumordifferenzierung, die initial mit einem
erhohten Entziindungsprozess sowie erhéhtem oxidativen Stress einhergeht. Schlecht
differenzierte Tumoren haben maoglicherweise ihren Metabolismus an diese Umgebung
adaptiert und weisen aus diesem Grund eine verminderte NEMO-Expression auf.
Inwieweit Mechanismen eine Rolle spielen, die bereits im Mausmodell auf ein
maogliches Zusammenspiel zwischen einer Verminderung von NEMO und der
Hepatokarzinogenese hindeuten, wie die proapoptotische Caspasenaktivitdt und die
FADD- sowie die TAK1-Expression, muss in Folgestudien genauer analysiert werden.
Abstract

Introduction: This dissertation examines the gene expression of the NF- kB essential
modulator NEMO in human hepatocellular carcinoma tissue (HCC) (n = 11), in human
cholangiocellular carcinoma tissue (CCC) (n = 12) and liver metastases from colorectal
cancer (MCRC) (n = 12). The nuclear factor kB (NF-kB) is an inducible transcription
factor that plays a critical role in many biological processes, including the regulation of
inflammation, the response to oxidative stress and immune response. In addition NF-kB
has an effect on carcinogenesis due to regulation of anti-apoptotic and proliferative
target genes. NEMO is essential for the activation of the NF-kB pathway.

Recently, a role in hepatocarcinogenesis has been attributed to NEMO using knockout
mice. Currently there are no studies investigating the influence of NEMO on
carcinogenesis of intrahepatic cholangiocarcinoma and liver metastases from colorectal
cancer. Methods: The human tissue samples analyzed in this dissertation were
obtained in the course of hemihepatectomies, and NEMO expression was determined
by real-time PCR and Western Blot analysis. Results: Since there is currently no highly
sensitive and highly specific tumor marker for early detection of the kinds of tumors |
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investigated, | first determined whether expression of NEMO varied in the tumors that
were studied. NEMO expression was reduced at the mRNA level and increased at the
protein level in all of the tumor tissues. No significant differences were determined
between the tumor groups. The levels of sensitivity and specificity obtained through
ROC analysis were in the medium range (HCC: sensitivity: 73-82%, specificity: 63-71%;
CCC: sensitivity: 75%, specificity 61-79%; mCRC: not significant). The analysis of the
influence of NEMO on clinical-pathological parameters showed that mMRNA and protein
expression were higher in larger tumors and extended tumor mass as measured in the
literature. Poorly differentiated tumors (G3) showed a significant decrease in NEMO
(MRNA: p-value = 0.0004; HCC p-value = 0.006; CCC: p-value 0.008). In the mCRC
group, the expression in G3 tumors was reduced, but not to a significant degree (p-
value = 0.416). At a cut-off value of 42% (HCC) or 40.5% (CCC), that is, a relative
decrease of mRNA in the tumor tissues, particularly the samples in the HCC group were
highly sensitive (100%) and highly specific (100%) (CCC: sensitivity 75%, specificity
87.5%) as classified by degree of differentiation. Overall, at the protein level, there was
a reduction in relative protein expression in G3 tumors in comparison to non-malignant
reference tissues (p-value = 0.001; HCC: p-value = 0.008; CCC: p-value = 0.062;
MCRC: p-value = 0.112). In the HCC group, all degrees of differentiation were detected
based on the NEMO protein levels. The test was 100% sensitive and specific.

There was no indication in this study of a direct relationship between NEMO and the
development of human steatosis as has been shown in the mouse model.

Conclusion: Overall, this study showed that NEMO is not expressed in a tumor-specific
manner, nor is it suitable as a biomarker for early tumor detection. However, NEMO
plays a central role in tumor differentiation, which is initially associated with an
increased inflammatory process as well as increased oxidative stress. Poorly
differentiated tumors may have adapted their metabolism to this environment and, for
this reason, show reduced expression of NEMO. The extent to which the same
mechanisms are involved that have suggested a potential interaction between reduced
NEMO and hepatic carcinogenesis in the mouse model, such as pro-apoptotic caspase

activity, FADD and TAK1 expression, remains to be analyzed in subsequent studies.
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2. Einleitung

2.1 Kanzerogenese

Laut dem 2011 von der WHO veréffentlichten Projekt GLOBOCAN (Cancer Incidence
and Mortality Worldwide) sind im Jahr 2008 weltweit schatzungsweise 12,7 Millionen
Krebsfalle und 7,6 Millionen durch Krebs verursachte Todesfalle registriert worden.
Damit ist das Krebsleiden die zweithdufigste Todesursache nach den Herz-
Kreislauferkrankungen . Die Tumorentstehung ist multifaktoriell und noch nicht
abschlieBend geklart. In nichtmalignen Zellen reguliert ein Kontrollmechanismus die
zellularen Vorgange Zelldifferenzierung, -proliferation und -tod. Zudem wird das
Uberschreiten von Organ- und Gewebegrenzen verhindert. Die Regulation erfolgt u.a.
durch Zellzykluskontrollpunkte, DNA-Reparaturmechanismen (z.B. Basen- und
Nukleotidexzisionsreparatur) und den programmierten Zelltod (Apoptose). Tumorzellen
weisen genetische Veranderungen auf, die diese Mechanismen unterdriicken oder zu
Fehlfunktionen fiihren 2. Diese kénnen erworben (somatische Mutationen) oder ererbt
(Keimbahnmutationen) sein. Begunstigt wird das Tumorwachstum durch die
entstehende genetische bzw. chromosomale Instabilitdt. Bereits Anfang des 19.
Jahrhunderts beschrieb der Biologe Theodor Boveri (1862 — 1915) seine Hypothese
.Zur Frage der Entstehung maligner Tumoren®. Ihm zufolge sei die Basis fir das
Tumorwachstum ein bestimmter, unrichtig kombinierter Chromosomenbestand. ,Dieser
ist die Ursache fur die Wucherungstendenz, die auf alle Abkémmlinge der Urzelle [...]
tibergeht“ 3. Dass eine mogliche Ursache der Tumorentstehung eine Veranderung der
Chromosomen und damit der DNA ist, konnte im Laufe des letzten Jahrhunderts durch

zahlreiche experimentelle und klinische Studien bestatigt werden .

Tabelle 2.1: Beispiele fir Onkogene

Gen Genfunktion Tumorarten, in denen eine
Mutation in diesem Gen

typischerweise vorliegt

Ras GTP-bindendes Protein, beteiligt an u.a. Kolon-CA (K-Ras), CCC (K-
verschiedenen Signaltransduktionskaskaden, Ras) >*°
die Wachstumsprozesse steuern

B-Catenin  Zell-Zell-Adhasion, Transkriptionsfaktor HCC, Kolon-CA *>”

Im Wesentlichen zeigen sich die genetischen Verdnderungen in Protoonkogenen und
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Tumorsuppressorgenen. Onkogene (Beispiele siehe Tab. 2.1), mutierte Protoonkogene,
kodieren eine Vielzahl verschiedener Proteine, die als Proteinkinasen, Wachstums-
oder Transkriptionsfaktoren agieren. Sie produzieren durch eine ungeregelte,
permanente Aktivitdt Wachstumssignale. Dies hat eine dauerhafte Zellproliferation zur

Folge %

Tumorsuppressorgene (TSG, Beispiele siehe Tabelle 2.2), die das
Zellwachstum und die -proliferation kontrollieren, koénnen die physiologische
Wachstumshemmung durch Mutationen verlieren. Das Resultat ist eine unkontrollierte

Zellteilung und infolgedessen das Tumorwachstum®.

Tabelle 2.2: Beispiele fur Tumorsuppressorgene

Gen Genfunktion Tumorart en, in denen eine
Mutation in diesem Gen

typischerweise vorliegt

P53  Regulation der Expression von Genen, die u.a. fir u.a. Kolon-CA, HCC, cCcC>"*?
die Zellzykluskontrolle und die Induktion der
Apoptose kodieren (,Wachter des Genoms")

APC  Kontrolle der Zellproliferation Kolon-CA™

RB1 Kontrolle der Zellproliferation, Zellzykluskontrolle u.a. HCC’

11

Laut Hanahan und Weinberg weist eine

. " . Self-sufficiency in
Tumorzelle durch die Anderungen im Erbgut growth signals

sechs verschiedene charakteristische Evading
apoptosis

Eigenschaften auf, die sie von einer normalen
Zelle unterschieden (siehe  Abb. 2.1):
Selbstversorgung mit Wachstumssignalen,
Unempfindlichkeit gegeniber Anti-Wachstums-
signalen, Resistenz gegentber dem
programmierten Zelltod (Apoptose), unbegrenztes

Teilungspotential, Infiltration anderer Gewebe und sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

die Fahigkeit zur Metastasierung sowie die

Limitless replication
potent

Fahigkeit zur Angiogenese. ial

Der Umwandlung einer normalen Zelle in eine app 21 ! Eigenschaften einer
Tumorzelle liegen mehrere Schritte zugrunde, die  Tumorzelle, die sie von einer
im Detail noch nicht abschlie3end geklart sind. Ein  nichtmalignen Zelle unterscheiden

gangiges Modell der Kanzerogenese ist das lineare

5
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Mehrstufenmodell, das sich in die folgenden Stufen unterteilt: die Initiation, die
Promotion und die Progression *2. Als Ausléser fir die Initiation werden u.a. erbliche
Faktoren oder &ufRRere Einflisse wie chemische Noxen, Strahlung oder Viren
verantwortlich gemacht. Diese filhren zu irreversiblen Anderungen der DNA,
insbesondere in Tumorsuppressorgenen oder Protoonkogenen. In der darauf folgenden
sogenannten Promotionsphase proliferiert die initiierte Zelle (klonale Expansion) durch
verschiedene Wachstumsstimuli (u.a. Hormone, Karzinogene), die als Tumorpromoter
agieren'®.  Tumorpromotoren wirken proliferationsférdernd, ohne selbst ein
genotoxisches Potential aufzuweisen. Es entsteht eine praneoplastische Zellpopulation.
Wahrend in der Initiationsphase eine einzige Exposition zur Schadigung der DNA
ausreicht, so muss die Zelle dem Tumorpromoter lber einen langeren Zeitraum
(Latenzphase) ausgesetzt sein. Die zunehmende genetische Instabilitat durch weitere
Mutationen fuhrt in der sogenannten Progressionsphase zur Umwandlung der
Praneoplasien in maligne Tumore. Nach zahlreichen Zellteilungen entsteht eine
Tumormasse, die sich schrittweise entdifferenziert und andere Eigenschaften als das
Muttergewebe aufweist *2.

Der Prozess der Metastasierung ist fur den Verlauf der Krebserkrankung und die Wahl
der Therapie mitentscheidend. Das in dieser Dissertation untersuchte kolorektale
Karzinom wachst Uberwiegend zirkular und metastasiert zunachst in die perikolischen
Lymphknoten. Voraussetzung ist zunachst die Auflésung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakten. Einzelne Zellen l6sen sich aus dem Prim&rtumor und wandern in das
umgebende Gewebe und das Lymph- bzw. Blutgefa3system (Intravasation). Die Zellen
zirkulieren in der Embolisationsphase im Kreislauf. Einzelne Tumorzellen, die ein
hoheres Malignitatspotential aufweisen, Uberleben diese Phase (ca. 0,1%) und sind in
der Lage die Bildung von Metastasen zu induzieren **. Diese Zellen werden von den
Zellen des Immunsystems nicht als fremd erkannt, da sie korpereigene zellulare
Mechanismen nutzen. Z.B. werden sie in den BlutgefaRen durch die Interaktion mit
Fibrin eingeschlossen. Die Tumorzellen durchdringen Endothel, Basalmembran und die
auBeren GefalRwandschichten (Extravasation). Im Gewebe proliferieren sie zu
Mikrometastasen (> 0,2 mm und < 2 mm), deren Entwicklung und Wachstum von einer
adaquaten Blutversorgung abhangt. Das kolorektale Karzinom metastasiert auf
hamatogenem Wege hauptsachlich Uber die Vena portae in das Kapillarnetz der Leber.
Es gibt verschiedene Ansatze, die den Grund fir diese organspezifische

Metastasierung erklaren kdnnen. Sehr wahrscheinlich ist, dass der vendse Abfluss Uber

6
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die V. portae aus dem Gastrointestinaltrakt die hepatische Metastasierung begunstigt.
Zudem scheinen zusatzlich molekulare Mechanismen involviert zu sein. Hierzu zahlen
u.a. Chemokine und ihre Rezeptoren. Studien zufolge besteht eine Interaktion zwischen
Chemokin-Rezeptoren, die von Krebszellen exprimiert werden, und entsprechenden
Chemokinen in den Zielorganen. Diese fordern die Tumorzelladhasion an der
Gefallwand und erleichtern die Extravasation. Des weiteren werden Adhasionsmolekiile
sowie Gene, die mit einer Metastasierung in Zusammenhang stehen, fur die

organspezifische Tumorabsiedelung in Betracht gezogen *°.

2.2 Hepatozellulares Karzinom

2.2.1 Epidemiologie

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der haufigste primare Lebertumor (etwa 85-
90%) '°. Es zahlt weltweit zu den haufigsten Neoplasien und ist die dritthaufigste
krebsbedingte Todesursache. Man geht von ca. 750000 Neuerkrankungen und von
695.900 krebsbedingten Todesfallen im Jahr 2008 aus . Wéahrend in Nordamerika,
Nordeuropa und Australien die jahrliche Inzidenz bei etwa 5/100.000 liegt, betragt sie in
Endemiegebieten (v.a. Ostasien und Subsahara-Afrika) Uber 30/100.000. Dem
zugrunde liegt am ehesten die geographische Verteilung der Risikofaktoren *.

2.2.2 Pathogenese

Die Hepatokarzinogenese ist ein mehrstufiger Prozess (siehe Abb. 2.2). In etwa 70-90%
der Falle ist die Basis ein chronischer Inflammationsprozess, der lUber eine Leber-
zirrhose zur Entstehung eines HCC fiihrt *°. Das Leberparenchym wird zunachst durch
verschiedene Faktoren (u.a. chronische Hepatitiden, Alkoholabusus (in Kombination mit
Nikotin additiver Effekt), NAFLD (non-Alcoholic-Fatty-Liver-Disease), hereditare
Stoffwechselerkrankungen) geschadigt *®?°. Es folgt die Infiltration des Gewebes mit
Entzindungszellen im Bereich der Portalfelder, insbesondere mit Kupfferzellen, den
lokalen Gewebsmakrophagen der Leber. Die darauffolgende Ausschittung von
proinflammatorisch wirkenden Interleukinen, Interferonen, Wachstumsfaktoren und des
Tumornekrosefaktors-(TNF)-a resultiert in einer Gewebedestruktion #*. Zellnekrose und
-apoptose sind die Folge. Durch die Gewebeschadigung proliferieren die Zellen
kompensatorisch. Das Gewebe wird bindegewebig umgebaut (,liver remodeling®). Im
Verlauf bilden sich dysplastische Regeneratknoten, in denen klonale, atypische

Zellnester entstehen. Diese werden als direkte Vorstufe des HCC angesehen %23,
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Abb. 2.2 (modifiziert) **: Schematische Darstellung der Hepatokarzinogenese

Die Atypie der Zellnester wird u.a. durch genetische Veranderungen bedingt. Allel-
verluste (,Loss of heterozygosity*) oder Mikrosatelliteninstabilitdt fuhren zu einer
Dysregulation von Protoonkogenen (Aktivierung; u.a. B-Catenin) und Tumor-
suppressorgenen (TSG; Funktionsverlust; u.a. P53). Auch DNA-Methylierungen
resultieren in einem Funktionsverlust der TSG. Das Resultat der wachsenden
genetischen Instabilitdit und der Aktivierung einer Vielzahl von intrazellularen
wachstumssimulierenden Signalkaskaden (u.a. NF-kB, IGFIl, EGFR) ist die Entstehung
des Karzinoms ’. Es existieren zudem noch weitere Pathomechanismen, die
unabhangig vom Inflammationsprozess die Hepatokarzinogenese initiieren. So dient
das Hepatitis-B-Virus-(HBV)-Hbx-Protein  direkt als  Transkriptionsfaktor  fur
verschiedene intrazellulare Proteine wie das antiapoptotisch wirkende NF-kB und
andere zellulare Wachstumsfaktoren *’. Zudem kann es direkt mit P53 interagieren.
Dies trifft auch fiir das Mykotoxin Aflatoxin B1 zu *®. Das Core-Protein des Hepatitis-C-
Virus (HCV) ist ein starkes Signal fur verschiedene Signalkaskaden wie NF-kB, Ras
oder JNK (c-Jun N-terminale Kinasen) '

2.2.3 Diagnostik

Das HCC ist ein sehr aggressiver Primartumor, der durch seine Invasivitadt, seine
schlechte Prognose und die beschrankten therapeutischen Méglichkeiten charakterisiert
ist. Es ist durch eine hohe Mortalitdt gekennzeichnet #. Zuriickzufiihren ist dies
insbesondere darauf, dass das HCC héaufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium (in
ca. 70% der Falle) diagnostiziert wird, da es zuvor klinisch nicht auffallig ist. Die
Symptome sind unspezifisch. So treten u.a. ein reduziertes Allgemeinbefinden,

Gewichtsverlust oder Oberbauchbeschwerden auf. Die Diagnostik des HCC basiert auf
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der serologischen und sonographischen Untersuchung (ggf. mit Feinnadelpunktion)
225 Der einzige etablierte Serummarker ist das Alpha-Fetoprotein (AFP) (siehe Tab.
2.3). Dieser wird neben der Diagnostik zur Friherkennung bei Patienten mit einer

Pradisposition eingesetzt %°.

Tabelle 2.3: Biochemische Marker HCC

Marker erhdhtin %  Sensitivitat ~ Spezifitdt  Bemerkungen
der Falle
AFP 22 60-70% 39-64% 76-91%  hoch verdachtig: >200 ng/ ml, klinischer
Einsatz
DCP *® 59- 84% 48-62% 81-98%
GPC3? 70% 77% 96% méglicher Tumormarker, Studien folgen

Aktuelle Studien betrachten die Rolle von AFP in der Diagnostik des HCC kritisch. So
ist die Konzentration von AFP abhangig von der Tumorgrof3e, so dass kleine Tumoren
u.U. nicht entdeckt werden. Es hat sich zudem gezeigt, dass auch eine aktive Hepatitis
oder eine Leberzirrhose ohne Vorliegen eines Tumors zu einem erhohten AFP-
Serumspiegel fithren %', Der Einsatz zur Fritherkennung hat sich in vielen Studien als
unzureichend herausgestellt. Wenn zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine starke
Erh6hung vorliegt, scheint AFP allerdings einen prognostischen Wert zu haben. Nach
der Behandlung eines AFP-positiven Tumors kann es zudem als Marker fur das

27 Andere

Voranschreiten bzw. die Entwicklung des Tumors eingesetzt werden
Serummarker wie z.B. das Des-y-carboxy-Prothrombin (DCP) oder das Glypican-3
(GPC3) sind potentiell einsetzbar. DCP wird von malignen Hepatozyten produziert und
weist eine héhere Spezifitat (siehe Tab. 2.3) als AFP auf . Bei kleinen Tumoren sinkt
die Sensitivitat. Insgesamt wirken sich Lebererkrankungen weniger stark auf die
Produktion aus. Ein falsch-positives Ergebnis zeigt sich dennoch bei der Einnahme von
Medikamenten wie Phenprocoumon, bei einem lkterus und einer intrahepatischen

Cholestase *.

Das Protein GPC3 ist im Serum von gesunden Spendern nicht
detektierbar. Im neoplastischen Lebergewebe zeigt sich eine Uberexpression und im
Serum eine Erhdéhung des GPC3-Spiegels. Weitere Untersuchungen mussen folgen,
um den Einsatz als méglichen Tumormarker des HCC zu untersuchen ?°. Aktuell ist ein
Einsatz beider in der Fritherkennung noch fraglich %.

Aktuell werden zudem weitere potentielle Biomarker erforscht, die sich durch eine

hohere Spezifitat und Sensitivitat auszeichnen sollen. Ein Beispiel ist das Golgi-
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Phosphoprotein (GOLPH2), ein Protein des Golgiapparates. Die genaue Funktion ist
bislang unklar. In immunhistochemischen Untersuchungen zeigt sich eine geringe
GOLPH2-Expression in nichtmalignem Leber- und Gallengangsgewebe. Eine hohe

Expression lasst sich bei 71% der HCC-Gewebe nachweisen 3%

. Ein signifikant
erhohter GOLPH2-Serumwert wurde zudem bei Patienten mit einem HCV-induzierten
HCC festgestellt **. Fir den klinischen Alltag wurde ein GOLPH2-enzyme-linked-
immunosorbent-assay-(ELISA)-Test entwickelt. In weiteren Studien mit einer gréR3eren
Patientenzahl wird sich zukunftig zeigen, inwieweit das GOLPH2 ein geeigneter Marker
ist.

2.2.4 Therapie

. Stadium bei
Stadien Diagnosestellung bei % Therapie Therapieziel
der Patienten
BCLC A (frih) 30-40% " I
10_-;0‘-".’0
BCLC B (intermedidr) signfikante
50% / cnemoe_m_b_olisalionTAC_E Lebenszeitverlingerung;
EEE— — = a0 (Doxorublc!n_l—ernpfohlenlrn # Heilung bei klginen HCC-
-804, Stadium BCLEB [
L Knoten miglich
BCLC C (fortgeschritien) hlechte hepatisch
schlechte hepatische (" Multikinaseinhibitor Sorafenib )

Funktion, Zirhaose oder
Multifokalitét

(Mexavar &) (Herunterregulienung
der Ras/RafiMEF/ERK-
Signalkaskade; Antiproliferation,
Antiangiogenese)

signifikante
Lebenszeitverlingerung,
Linderung tumorbedingter
Beschwerden; keine Heilung

| palliativ: perkutane
10% Ethanolinjektion PEl; Radio- #
frequenz-Thermoablation RFTA

BCLC D (terminal) Verkleinerung des Tumors

Y

Abb. 2.3: Therapie des HCC in den Tumorstadien BCLC A-D *3**

Die Wahl der Therapie nach der Diagnosestellung hangt von der Tumorgrél3e, der
Gefalinfiltration, der Anzahl der moéglichen Metastasen, der Leberfunktion oder dem
Allgemeinzustand des Patienten ab. Abbildung 2.3 zeigt mdgliche Therapien in den
verschiedenen Tumorstadien BCLC A-D (Barcelona Clinic Liver Cancer) *. So ist eine
kurative Therapie mittels operativer Resektion nur im Frihstadium (BCLA A) bzw. in 10-
20% der Falle im intermediaren Stadium mdoglich. Ist keine kurative Resektion
durchfuhrbar, so erreicht man mit einer Chemoembolisation oder einer Therapie mit
dem Multikinaseinhibitor Sorafenib eine signifikante Lebenszeitverlangerung *"*. Die

palliative Verkleinerung des Tumors erfolgt im terminalen Stadium BCLC D 33,
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2.3 Cholangiozellulares Karzinom

Das cholangiozellulare Karzinom (CCC; Cholangiokarzinom) ist ein vom Gallengangs-
epithel ausgehendes Malignom und der zweith&ufigste primére Lebertumor nach dem
hepatozellularen Karzinom. 10-15% der hepatobiliaren Malignitaten lassen sich auf das
CCC zuriickfiihren. Es macht etwa 3% aller gastrointestinalen Tumoren aus *.

2.3.1 Epidemiologie

In den USA tritt das CCC mit einer Inzidenz von 8-9/1.000.000 Einwohner pro Jahr im
Vergleich zum hepatozellularen Karzinom (HCC) relativ selten auf **. Die Inzidenz und
die Mortalitatsrate, v.a. bei intrahepatischen CCC, steigen weltweit *2.

Die haufigste Form (50-60%) ist das extrahepatische perihilare CCC (Klatskin-Tumor).
Intrahepatische oder distal liegende extrahepatische CCC treten jeweils in 20-25% der
Falle auf **. Die Einteilung des Klatskin-Tumors (nach Bismuth) erfolgt aufgrund
unterschiedlicher Therapiestrategien (siehe Abb. 2.4): Typ I-Tumoren beschrénken sich
auf den Ductus hepaticus communis distal der Hepatikusgabel, Typ II-Tumoren treten
auf Hohe der Hepatikusgabel auf, Typ llla-Tumoren weisen zudem eine Infiltration des
rechten, Typ llIb-Tumoren des linken Hauptgallenganges auf. Werden aul3erdem die
Segmentgallengange infiltriert, so liegt ein Tumor vom Typ IV vor *°.

Typel Type li Type lila Type liib Type IV

N
it
u i
: ﬂ\“-ﬁ"“. ' \\ \.]
| | '

Abb. 2.4 *: Einteilung des Klatskin-Tumors nach Bismuth

2.3.2 Pathogenese

Es gibt mehrere Faktoren, die die Entstehung eines CCC begunstigen. In der Literatur
werden u.a. eine genetische Disposition und verschiedene Risikofaktoren diskutiert 3.
Zu den Risikofaktoren zadhlen v.a. in asiatischen Landern parasitare Infektionen,
hervorgerufen durch Leberegel wie Clonorchis sinensis und Opisthorchis viverrini,
welche vorwiegend durch Lebensmittel Gbertragen werden. Diese siedeln sich in den
Gallengangen an und induzieren chronische Entziindungen. Als weitere Prakanzerose
gilt die priméare sklerosierende Cholangitis (PSC), eine langsam progrediente
idiopathische chronische Lebererkrankung, die ebenfalls mit entzindlichen

46

Veranderungen des Gallengangsystems einhergeht Des weiteren kann die
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Entstehung eines CCC auch in Verbindung mit einer Hepatolithiasis, angeborenen

Fehlbildungen oder Virusinfektionen (u.a. HCV) auftreten “*47,

Auch ungesunde
Lebensgewohnheiten wie Rauchen oder Alkohol, die chronische nicht-alkoholische
Fettlebererkrankung NAFLD, Adipositas oder Diabetes kdnnen die Entstehung eines
intrahepatisch liegenden CCC begiinstigen 4“2,

Die Karzinogenese des CCC besteht aus mehreren Stufen (,multistep carcinogenesis*)
(sieche Abb. 2.5)°. Zunachst fiihren die ausgeldste chronische Inflammation des
Gallengangsystems und Cholestase zu einer Aktivierung von proinflammatorischen
Zytokinen (u.a. Interleukin-6, TNF-a). Interleukin-6 fiihrt Gber die Hochregulation der
Stickstoffmonoxid-Synthese INOS zu einem Anstieg von reaktiven Sauerstoffradikalen.
Das Resultat sind Zellschaden und ein Verlust der Gleichgewichtes zwischen DNA-
Schaden und -Reparatur. Uber die Aktivierung von TNF-a proliferieren die Zellen. Es
folgt eine Hyperplasie des Gallengangepithels. Die maligne Transformation erfolgt

durch verschiedene genetische und epigenetische Veranderungen.

u.a. Parasiten
genetische Disposition .
PsC chronische

HCY Inflammationder

Gallengdnge
COX-ll-Uberexpression
Zellschiden/ Proliferation Hyperplasie des Inaktivierungvon Tumorsuppressargensn: u.a. PR3, bel-2
Cholestase Gallengangepithels Alktivierungvon Protoonkogenen: K-ras, c-myc
Dysregulationvon antiapoptotisch und proliferativ wirkenden
Signalwegen: AKT, EGFR, Ras
dysplastische
Gallengangsadenome

cholangiozellulires
Karzinom

[Tumon'xachstum][Metastasierung][ ].L?::;';tﬁ:n ]

Abb. 2.5 (modifiziert) ®: Cholangiokarzinogenese

Die Arbeitsgruppe Wang (2009) untersuchten die Vielfalt an Genen, die zur Entstehung
eines CCC beitragen und zeigten, dass es sich hier um einen multifaktoriellen Tumor
handelt *°. Uber die Expression der COX-(Cyclooxygenase)-2, ausgelost durch die
Bindung von Wachstumsfaktoren an den EGFR (epidermal growth factor receptor), wird
ein entscheidender Schritt fir die Onkogenese begonnen *°. Die Arbeitsgruppen um
Han und Wu bestatigen die direkte Rolle von COX-2 in der Wachstumskontrolle und
Angiogenese. Die gesteigerte Expression der COX-2 erhoht die Synthese von
Prostaglandin E, in den Zellen des CCC. Dies sichert die Uberlebensfahigkeit der

Tumorzellen durch Hemmung des Immunsystems (Feedback-Mechanismus). Durch

12



2. Einleitung

den umfangreichen Einfluss der COX-2 auf das Tumorwachstum korreliert das
Auftreten mit einem schlechten Erkrankungsverlauf. Neben der COX-2-Aktivierung
werden zudem der Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B (AKT)-Signalweg und
K-Ras induziert °**2. Die Inaktivierung von P53 im CCC (10-61%) kann durch
Substitution, Insertion oder Deletion erfolgen. Die Deletion ist haufig assoziiert mit dem
Verlust der Heterozygotie. Dies zeigt sich in den unterschiedlichen CCC-Typen in
gleichem MaRe °. In schlecht differenziertem Gewebe liegt zu einem spéaten Zeitpunkt
der Tumorentwicklung eine Uberexpression des EGFR vor. Sie dient als wichtige
Ausgangsstelle fiir das Tumorwachstum und verbessert die Uberlebensfahigkeit der
Tumorzellen durch Verhinderung der Apoptose >3,

2.3.3 Diagnostik

Der Verlauf dieser Tumorerkrankung ist langsam progredient und wird erst spat durch
die zunehmende Gallenwegsobstruktion klinisch auffallig. Bei Diagnosestellung sind die
CCC dementsprechend weit fortgeschritten. Der Ikterus, unspezifische Oberbauch-
beschwerden, lokale Cholangitiden und bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf
ausgepragter Juckreiz, Verdauungsstérungen in Form von Steatorrhoe und
Gewichtsabnahme bis hin zur Tumorkachexie gehdren zu den charakteristischen
Symptomen. Erhohte Werte der y-Glutamyl-Transferase, der alkalischen Phosphatase
und des Bilirubins kénnen auf ein Karzinom deuten, liegen jedoch auch bei einer
Cholestase vor. Die Lebertransaminasen bleiben meist im Normbereich **. Wichtig fir
die Verlaufskontrolle ist v.a. der Tumormarker CA19-9 (Carbohydrate-Antigen) **.
Erhohte Werte des Markers sind mit einer geringeren Uberlebensdauer assoziiert. Fiir
die Fruherkennung eignet sich CA19-9 nicht. Der klinische Einsatz ist kritisch zu
betrachten *°. So zeigt sich eine Erhdhung bei verschiedenen anderen Malignitaten
(v.a. Pankreas-CA) sowie bei Cholangitiden, Zirrhose, Pankreatitis, rheumatoider
Arthritis und beim Verschlussikterus. Variablen wie das Geschlecht, die ethnische
Zugehorigkeit und die medizinische Vorgeschichte machen die Interpretation des CA19-
9-Levels schwierig *°. Das Carcinoembryonale Antigen (CEA) dient ebenfalls nur der
Verlaufskontrolle nach der Detektion des Tumors. Zur Friherkennung ist er aufgrund
der geringen Sensitivitat und Spezifitat (siehe Tab 2.4) nur bedingt einsetzbar *°. CEA
kann bei verschiedenen Tumoren (u.a. Kolon-CA, Mamma-CA, Pankreas-CA) eine
Erh6hung aufweisen. Auch bei einer Pneumonie, bei Rauchern oder einer Hepatitis ist
CEA erhéht im Serum vorhanden *’. Auch andere Marker wie CA 125, IL-6 oder CA-50
konnten sich in der Diagnostik eines CCC bislang nicht durchsetzen 2.
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Tabelle 2.4: Biochemische Marker CCC

Marker Sensitivitat Spezifitat Bemerkungen
CA19-9 89 % (53%) 86 % > 100 U/L; Patienten mit PSC (ohne PSC)
CEA 55% 80% Patienten mit PSC

Wie beim HCC werden aktuell neue mdgliche Tumormarker untersucht. Bei der
Detektion des CCC bietet sich ebenfalls das GOLPH2 an. Es zeigt sich eine Assoziation
zwischen dem Tumorgrad, der Expression des Proteins und dem Uberleben. Eine
multivariate Analyse lasst die Schlussfolgerung zu, dass GOLPH2 sich als
prognostischer Marker fir das Uberleben anbietet 3. Weitere Marker, u.a. Cancer-
Testis-Antigene, Periostin und CD24 werden aktuell auf ihren klinischen Nutzen
untersucht >,

2.3.4 Therapie

Eine kurative Behandlung erreicht man nur durch eine vollstandige chirurgische
Resektion. Diese wird nur in etwa 50-60% der Eingriffe erzielt ®*. Die schlechte
Prognose des Cholangiokarzinoms ist durch eine friihzeitige Invasion in das periduktale
Gewebe und die dadurch fortschreitende Ausbreitung entlang der Gallenwege bedingt
%2 So wird in bis zu 80% der entnommenen Tumoren histologisch eine Infiltration der
Perineuralscheiden nachgewiesen und in 36-50% der Falle stellt sich eine regionale
Lymphknotenmetastasierung heraus °*®*. Eine Studie mit 127 CCC-Patienten, die sich
einer chirurgischen Resektion unterzogen haben, zeigt, dass die 5-
Jahresiiberlebensrate (5-JU) von Patienten mit adjuvanter Chemotherapie 47% und
ohne adjuvante Chemotherapie 36% betrug. Die Resektion im Gesunden in
Kombination mit einer adjuvanten Chemotherapie kann die 5-JU folglich verbessern .
Eine weitere Studie dokumentiert, dass die Aussicht in der Gruppe der Patienten mit
orthotopischer Lebertransplantation in Kombination mit neoadjuvanter und adjuvanter
Chemotherapie innerhalb von 5 Jahren kein Rezidiv zu entwickeln signifikant héher ist.
Ein schlechtes Outcome haben Patienten mit einem hilaren Karzinom oder perineuraler
Invasion ®. Bei fortgeschritenem bzw. metastasiertem CCC verbessert die
Kombination Cisplatin/Gemcitabin im Vergleich mit Gemcitabin signifikant das

Gesamtiiberleben und die progressionsfreie Zeit .
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2.4 Kolorektale Lebermetastasen

2.4.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist die dritt- (mannlich) bzw. zweithaufigste (weiblich) priméare
Tumorerkrankung weltweit. Man geht von ca. 1,2 Millionen Neuerkrankungen und von
608.700 krebsbedingten Todesfallen im Jahr 2008 aus *.

2.4.2 Pathogenese

Als Risikofaktoren fur die Karzinogenese eines kolorektalen Karzinoms gelten u.a.
fetthaltige und ballaststoffarme Erndhrung, Bewegungsmangel, Rauchen, Alkohol und
Adipositas *. Endogen konnen das Vorliegen von Adenomen, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa; Morbus Crohn) oder eine positive
Familienanamnese bzw. eine genetische Préadisposition (Hereditdres non-polypdses
kolorektales Karzinom HNPCC; familidre adenomattse Polyposis FAP) von Bedeutung
sein %8 In etwa 85%-90% der Falle tritt der Tumor sporadisch (d.h. ohne genetische
Disposition) auf.

Es existieren mehrere Pathomechanismen, die zur Karzinogenese von kolorektalen
Karzinomen fuhren kdnnen. Die Mehrzahl der kolorektalen Karzinome (ca. 85% der
sporadischen Tumoren) entsteht in einem mehrstufigen Prozess aus gutartigen
Vorstufen (villdse und tubulare Adenome) (siehe Abb. 2.6) °. Die maligne Trans-
formation erfolgt durch verschiedene genetische Veranderungen, die v.a.
Tumorsuppressor- und Protoonkogene betreffen. Initiiert wird der Prozess durch eine
Mutation im APC-(adenomatous polyposis coli)-Gen, die zu einer chromosomalen
Instabilitéat (CIN) der Zellen fuhrt. Das Resultat ist eine UbermaRige Akkumulation von -
Catenin in den Zellkernen an der Basis der Dickdarmkrypten. Die daraus folgende
permanente Stimulation des Wnt-Signalweges fuhrt zu einer Hyperproliferation des

Kolonepithels *°.

Tumorpromotoren sind u.a. IGF-1 (insulin-like growth factor),
Gallensauren (Desoxycholsaure) und das Prostaglandin E2 (PGE,) "°"%. Eine mégliche
genotoxische Wirkung von polyzyklischen, aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK),
die u.a. in geraucherten Fleischwaren vorkommen kénnen, wird ebenfalls diskutiert *>.
Bei Patienten mit einer FAP ist das APC-Gen bereits in den Keimzellen auf einem Allel
mutiert *°. Ein weiterer wesentlicher Faktor fiir dieses Modell der Tumorgenese ist eine
Mutation des K-Ras-Protein, das schon in frilhen Tumorstadien beobachtet wird . Die
Mutation wird mit einer schnellen und aggressiven Metastasierung des kolorektalen

Karzinoms in Verbindung gebracht . Weist das Chromosom 18q einen Allelverlust auf,
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so ist haufig das Tumorsuppressorgen DCC (deleted in colorectal cancer) betroffen.
Eine Deletion resultiert in einer Storung der Zelladh&sion. Liegt eine solche Deletion
vor, so hat dies eine Bedeutung fur spatere Stadien der Tumorentwicklung. Bei mehr

als 75% der kolorektalen Karzinome ist das Chromosom 17p deletiert °.

Bg 12p 18q 17p
MUTATICM! MUTATION DELETION DELETION
DELETION
APC/MCC DMNA-Hypo- K-Ras Weitere
methylation Verﬁnderungen

narmales hyperproliferatives tubuldres Adenom tubulovill éses Willds s Adenom
[ Epithel Epithel =1cm Adenom 1-2cm =2cm Karzinom Metastase

| Initiation ‘ | Promotion |

wa. IGF-1
Gallensduren
PGEZ

Abb. 2.6 (modifiziert) °: Tumorprogressionsmodell (Adenom-Karzinom-Sequenz)

Ein weiterer Pathomechanismus beruht auf der Mikrosatelliteninstabilitat (MSI), die
haufig bei HNPCC-Tumoren auftritt. Mikrosatelliten sind kurze repetitive DNA-
Sequenzen, die im gesamten Genom vorhanden und sehr fehleranfallig sind. Ist das
DNA-Reparatur-System einer Zelle intakt, werden auftretende Fehler erkannt und
repariert. Beim HNPCC-Syndrom liegen Keimbahnmutationen der DNA-Reparaturgene
(Mismatch-repair-(MMR)-Gene) vor. Auftretende Fehler im Aufbau der Mikrosatelliten
konnen nicht erkannt und folglich nicht korrigiert werden. In der neu replizierten DNA
haufen sich Mutationen. Vergleicht man DNA-Sequenzen aus gesundem Gewebe mit
DNA-Sequenzen aus dem Tumorgewebe so unterscheidet sich die Lange der
Mikrosatelliten. Dies wird als Mikrosatelliteninstabilitdt bezeichnet. In 15% der Falle tritt
die MSI auch in sporadischen Tumoren auf °.

Die verschiedenen Pathomechanismen kénnen im weiteren Verlauf zur Metastasierung
fuhren. Dies ist einer der Hauptfaktoren, die zu der hohen Mortalitdt der Patienten fihrt
(3-Jahresiiberlebensrate von 12%, unbehandelt < 6 Monate) . Zum Zeitpunkt der
Diagnose werden in 15% der Falle Lebermetastasen festgestellt. Weitere 50% der
Erkrankten entwickeln diese in der Folgezeit "®. Die Verdopplungszeit der Zellen der
Lebermetastasen variiert von 50 — 95 Tagen. Sie wachsen etwa achtmal schneller als

die Zellen des Primartumors “°. Studien zeigen, dass der Eintritt der Tumorzellen in das
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hepatische Blutsystem zu einer schnellen, proinflammatorischen Antwort fuhrt. Es lasst
sich eine erhéhte lokale TNF-a-Produktion durch Kupfferzellen nachweisen .

2.4.3 Diagnostik

Die Symptome bei kolorektalen Lebermetastasen sind wie bei einem kolorektalen
Karzinom in der Regel unspezifisch. Es kdnnen Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit oder
Fieber sowie Druckschmerzen im rechten Oberbauch auftreten. Die Metastasen kdnnen
in einem spateren Stadium einen Ikterus initiieren. Der Tumor wird dementsprechend
oft erst spat entdeckt und kann erst im fortgeschrittenen Stadium therapiert werden °*.
Tumormarker, die eine Friherkennung mdglich machen, gibt es derzeit in der Praxis
nicht. Als prognostischer Marker und in der Tumorverlaufskontrolle dient v.a. das
Carcinoembryonale Antigen CEA. Die vermehrte Expression dieses Glykoproteins geht
einher mit einem erhdhten metastatischen Potential. Zudem hat CEA eine Funktion
beim Schutz der Tumorzellen vor Anoikis und bietet damit der Tumorzellen einen Vortell
beim Uberleben im Kreislauf ®#2. Die Sensitivitat fiir das kolorektale Karzinom liegt bei
4% (Stadium 1) bis ca. 65% (Stadium IV). Ein falsch- positiver Befund findet sich u.a. bei
Rauchern oder malignen oder benignen Erkrankungen der Leber ®. Ein aktuell in
Studien untersuchter Marker ist das CCSA-2 (colon cancer specific antigen), das sich
durch eine hohe Sensitivitat (88,8%) und Spezifitat (84,2%) auszeichnet. Die Annahme
ist derzeit, dass sich CCSA-2 als Biomarker zur Friherkennung eignet. Dies muss in
Folgestudien bestatigt werden 3.

2.4.4 Therapie

Die Abbildung 2.7 zeigt aktuelle Therapieschemata fir die Behandlung des kolorektalen
Karzinoms in den verschiedenen UICC-(Union internationale contre le cancer)-Stadien.
Nach der Diagnosestellung eines kolorektalen Karzinoms ist ein Staging indiziert. Dies
beinhaltet einen transabdominalen Ultraschall und eine Rdntgenuntersuchung des
Thorax sowie ab dem Tumorstadium Il eine Computertomographie von Thorax und
Abdomen. Von dem Ergebnis hangt die Wahl der Therapie ab (u.a. Chemotherapie,
Resektion, Transplantation) 4. Eine Rolle spielen zudem vorangegangene Therapien,
das Alter und der Allgemeinzustand des Patienten und die Leberfunktion 8. Diese

Faktoren beeinflussen ebenso die OP-Fahigkeit.
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Abb. 2.7: Therapieschema fur die Behandlung eines kolorektalen Karzinoms UICC | — IV

(Empfehlungsgrade: A = ,soll*, B = ,sollte’, C = 0 = ,kann*

perforation/-einriss, Operation unter Notfallbedingungen, Anzahl untersuchter Lymphknoten zu

*Risikofaktoren: T4, Tumor-

gering); wenn nicht anders vermerkt: adjuvante Chemotherapie bei RO-Resektion) &%,

2.5 Der nukleare Transkriptionsfaktor kB in der Kanzerogenese

Der chronische Inflammationsprozess des Leber- bzw. des Gallenganggewebes eine

mogliche Basis der Kanzerogenese. Im Rahmen der Entzindungsreaktion werden

durch Bakterien, Viren, nekrotische Zelltrimmer oder apoptotische Zellen

Gewebemakrophagen aktiviert, die proinflammatorische Zytokine produzieren. Eine
maogliche Folge ist die rezeptorvermittelte Aktivierung von NF-kB. NF-kB stellt ein
Die

Literatur beschreibt mehr als 500 Zielgene, die u.a. fur Zytokine, Adhasionsproteine,

Schlusselprotein in der Regulation von essentiellen zellularen Funktionen dar.

Akute-Phase-Proteine  und inflammatorische  Proteine  kodieren und in
Differenzierungsprozessen, bei der Zellproliferation und Apoptose von Bedeutung sind
9293 Der Organismus kann durch die voriibergehende Aktivierung von NF-kB gezielt auf
pathogene oder stressinduzierte Stimuli reagieren. Ohne Stimulation der Zelle von
aufRen liegt es durch die Interaktion mit dem Inhibitor IkB im Zytosol inaktiv vor °*. In
nichtmalignen Zellen lasst sich aufgrund dessen keine oder eine verminderte NF-kB-

Aktivierung nachweisen. Bei einer Vielzahl von Tumoren (u.a. kolorektales Karzinom,
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HCC, Mamma-Karzinom) zeigt sich eine erhohte und konstitutive Freisetzung *°. Dies
wird auch bei chronischen Lebererkrankungen, Cholestase oder einer virusbedingten
Hepatitis B und C beobachtet '°. Die aberrante NF-kB-Aktivierung resultiert in einer

erhohten Expression mehrerer Kanzerogenese-férdernder Gene (siehe Abb. 2.8).

Proinflammatorische -
[ Zytokine (IL-1, TNF-a) ] [ ROS (oxidativer Stress) ]

. . u.a. CyclinD, IGFBP-1/-2, . . u.a. Bcl-2-Familie, clAP, . Resistenz gegeniiber
[ Zellproliferation VEGF, EGFR NF-«B o-FLIP, CD95 (Fas), TRAF2 [ ®|  Antiapoptose »  Chemotherapie

u.a. TNF-a, IL-1, IL-6, u.a. Fibronectin, CD44,
COX-2 P-selectin, NCAM, EpCAM

Aufrechterhaltung der Metastasierun
Entziindungsreaktion 9

93,97-99

Abb. 2.8: Die Rolle von NF-kB in der Kanzerogenese

2.5.1 NF-kB-Signalkaskade

Die rezeptorvermittelte Aktivierung von NF-kB wird durch die Bindung
proinflammatorischer Zytokine (u.a. TNF-a, IL-1) an einen TNF-/IL-1/Toll-like-Rezeptor
initiiert. Die darauf folgende Trimerisierung des Rezeptors fuhrt zur Rekrutierung des
Adaptermolekiils TRADD (Tumour necrosis factor receptor 1-associated death domain
protein) (siehe Abb. 2.9) %192 TRADD erméglicht die weitere Signaliibertragung durch
die Bildung von Molekilkomplexen. Fur die Aktivierung der klassischen NF-kB-
Signalkaskade, die in dieser Dissertation relevant ist, ist die Komplexbildung von
TRADD mit TNF-Rezeptor assoziierte Faktoren (TRAF2) und dem Rezeptor-
interagierenden Protein-1 (RIP1) von Bedeutung. RIP1 ist eine Kinase, dessen Kinase-
Aktivitat bei der klassischen NF-kB-Aktivierung keine Bedeutung hat. TRAF-Proteine
fordern die Ubiquitinierung (K63-Polyubiquitinierung) von RIP1 sowie die
Autopolyubiquitinierung weiterer TRAF-Proteine. Das modifizierte RIP1 ist essentiell fur
den Ablauf der Aktivierungskaskade, da es durch die Ubiquitin-Markierung weitere
Proteine rekrutiert. Zum Einen wird der IkB Kinase Komplex (IKK-Komplex) rekrutiert,
der als zentraler Steuerungsmechanismus bzw. Aktivator von NF-kB agiert. Die
regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes, der NF-kB essential modulator (NEMO;
IKKy), bindet hochaffin an K63-verknupfte Polyubiquitinketten und ermdglicht die
Verkniipfung des IKK-Komplexes an RIP1 190192194 7ym Anderen wird die zur
Aktivierung des rekrutierten IKK-Komplexes erforderliche Kinase TAK-1 (MAP3-kinase
TGFB-activated kinase) rekrutiert. Die TAK1-bindenden Proteine-(TAB)-2/3, die mit
TAK1 als Komplex vorliegen, weisen ebenfalls eine hohe Affinitat zu K63-
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Polyubiquitinketten auf und binden Uber ihre Ubiquitin-Bindungsdomane an RIP1 bzw.
NEMO. TAK1 wird durch diese Bindung aktiviert und kann in der Folge insbesondere
IKKB, eine katalytische Untereinheit des IKK-Komplexes, phosphorylieren. IKKa, die
zweite katalytische Untereinheit, und IKKB phosphorylieren den NF-kB-Inhibitor IkBa,
der im nicht-phosphorylierten Zustand die Translokation der NF-kB-Untereinheiten p65
und p50 durch Komplexbindung in den Zellkern verhindert. IkBa wird proteosomal
degradiert. Die in der Folge freiliegenden NF-kB-Dimere p50 und p65 translozieren in

den Zellkern und initiieren die Expression der Zielgene %1%,

Zytosol

ua. TNF a, IL1
IKK-Komplex NF-kB proteosomale
& Degradation

Rezeptor I Ak — 7% ¥ -::’KB'(! L=
A %‘l ( NEMO —
- et

P ’
; JgUBYEYE. n?P Vo
ub Wnyyust ot ) \ . Kemn
.aRiP1 b /

Expression der Zielgene

Abb. 2.9 (modifiziert) *°*: Aktivierung der klassischen NF-kB-Signalkaskade

2.5.2 NF-kB essential modulator - Struktur

Das NF-kB essential modulator (NEMO) - Gen ist auf dem X-Chromosom (Xq28)
lokalisiert. Es besteht aus 10 Exons und erstreckt sich Gber 23 Kilobasenpaare (kb) im
menschlichen Genom *°°. Das Gen kodiert fiir ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 48 Kilodalton (kDa), das aus 419 Aminosauren besteht und mehrere funktionelle
Abschnitte aufweist (siehe Abb. 2.10) %% Die a-helikale (a-H1) Region und die
Coiled-coil Doméne 1 (CC1) binden am C-terminalen Ende der Kinasen IKKa und IKK,
der sog. NEMO-Bindungsdomé&ne (NBD), und stellen so die Verbindung zum IKK-
Komplex her. Die Coiled-coil Domane 2 (CC2) und der Leucin-Zipper (LZ) agieren als
minimale Oligomerisierungs-Doméne (MOD) von NEMO "% Hier liegt zudem die
Ubiquitin-Bindungs-Domane UBAN (Ubiquitin binding in Abin and NEMO) **°.
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Signalerkennung

IKK-Bindungsstelle Oligomerisierung Ubiquitin-Bindungsstelle
— —" ~ — — — —
._- aH2 —  cc2  ueAN 1z — zF —
N-Terminus C-Terminus
Ubiquitin- CYLD-
Bindungsstelle Bindungsstelle

Abb. 2.10 (modifiziert): Struktur NEMO (human)

Der C-Terminus dient der Signalerkennung und ermdoglicht die Rekrutierung von
ubiquitinierten Proteinen und von CYLD. Fehlt die C-terminale Zink-Finger-Domane
kommt es zu einem Verlust der NF-kB-Aktivierung .

2.5.2.1 NF-kB essential modulator — Funktionen im NF-  kB-Signalweg

Die Literatur zeigt, dass NEMO als regulatorischer Bestandteil des IKK-Komplexes von
zentraler Bedeutung fur die NF-kB-Aktivierung ist. Die Interaktion von NEMO mit IKKa
und IKKB dient als Voraussetzung fur die Aktivierung des IKK-Komplexes. Fehlt diese
Interaktion, ist der NF-kB-Signalweg gehemmt 198111,

Der Oligomerisierungsstatus von NEMO spielt bei der Bildung sowie der Aktivierung
des IKK-Komplexes eine wichtige Rolle. Er ist von zentraler Bedeutung fur die

100,112-114 .
. Eine

strukturelle Stabilitat des dynamischen IKK-Protein-Komplexes
verstarkte NEMO-vermittelte Oligomerisierung des IKK-Komplexes nach Zellstimulation
mit TNF-a resultiert in einer Aktivierung des IKK-Komplexes und damit in einer
Aktivierung von NF-kB. Der NEMO-Oligomerisierungsstatus wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Die meisten Studien gehen davon aus, dass eine NEMO-
Trimerisierung Uber die MOD am C-Terminus vermittelt wird. IKKa/IKKB-Dimere kdnnen
tber ihre NBD mit einem NEMO-Trimer assoziieren. Aus der Interaktion der Domanen

115 Weitere Studien berichten von einer

entsteht eine stabile pseudo-hexamere Struktur
NEMO-Tetramerisierung, an der neben dem C-Terminus auch der N-Terminus beteiligt
ist 12411 |n der Folge kénnen zwei Kinase-Dimere an NEMO assoziieren. Dieser als
~proximity-induced” bezeichnete Prozess fordert die Autophosphorylierung beider
Kinasen. Die Autophosphorylierung stellt neben der bereits erwéhnten
Phosphorylierung der Kinasen durch TAK1 - vermittelt durch NEMO Uber K63-
verknipfte Polyubiquitinketten - einen weiteren mdglichen IKK-Aktivierungs-

mechanismus dar 17119,
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NEMO bindet tUber die UBAN-Region neben K63-Polyubiquitinketten auch lineare
Ubiquitinketten. Nach der Stimulation mit TNF-a wird zur Stabilisierung des Komplexes
aus TRADD, TRAF2 und RIP1 die E3-Ligase LUBAC (linear ubiquitin chain assembly
complex) rekrutiert. E3-Ligasen Ubertragen im letzten Schritt der Ubiquitinierung das
Ubiquitin an spezifische Lysin-Reste, in diesem Fall an die CC2-LZ-Domé&ne von
NEMO. Inhibiert man die Funktion des LUBAC unterbricht die NF-kB-Signalkaskade
durch Verminderung der Aktivitat des IKK-Komplexes und TAK1 (MAP3-kinase TGF-[3-
activated kinase 1) *?°**?'. Auch diese Ubiquitinierung ist somit essentiell fiir die NF-kB-
Signalkaskade. Wu et al. (2011) sahen hier einen mdglichen Ansatzpunkt fur die
Chemotherapie. Die gezielte Aufhebung der linearen Ubiquitinierung von NEMO ging
ihrer Studie zufolge mit einer deutlich erhéhten genotoxisch-induzierten Apoptose und
einer erhohten Empfindlichkeit von Krebszellen gegeniber Chemotherapeutika einher
121.

Neben der Ubiquitinierung wurden bereits weitere posttranslationale Modifikationen von
NEMO identifiziert °#8122  \Wwahrend die Ubiquitinierung und die Sumoylierung
zunehmend verstanden werden, ist tUber die Phosphorylierung von NEMO nur wenig
bekannt. Die Sumoylierung sowie die Phosphorylierung spielen bei DNA-
Doppelstrangbriichen nach Exposition mit ionisierender Strahlung eine Rolle und
werden im Rahmen dieser Dissertation nicht weiter erlautert .

2.5.2.2 NF-kB essential modulator - NF- kB unabhéangige Funktion

TAK1 spielt eine entscheidende Rolle bei verschiedenen Funktionen von NEMO in der
Hepatokarzinogenese. Neben der Aktivierung von NF-kB scheint TAK1 moglicherweise
eine NF-kB-unabhangige Funktion von NEMO zu steuern. Eine Ausschaltung von TAK1
fuhrt in parenchymalen Leberzellen zu einer NEMO-abhangigen NF-kB-unabhangigen
Tumorentstehung, entstehend durch eine massive Dysplasie der Hepatozyten und eine
frihe Karzinogenese. Sechs Wochen alte TAK1-Knockout-M&use zeigten massiv
ansteigende AFP-Werte, ohne dass histologisch ein HCC gesichert werden konnte.
Eine zusatzliche NEMO-Deletion in diesen Mausen zu diesem Zeitpunkt senkte die
AFP-Expression wieder, ohne dass in der Folge ein HCC detektiert werden konnte *°*.
2.5.2.3 Die Rolle von NEMO in der Kanzerogenese des HCC im Mausmodell

Aktuell untersucht die Arbeitsgruppe um PD Dr. med. Tom Ludde aus Aachen im
Mausmodell eine mégliche Entstehung des HCC, in Verbindung mit NEMO 242,
Untersuchungen an NEMO-Knockout-Méausen zeigten, dass NEMO-Knockout-

Embryonen schon wéhrend der Embryonalentwicklung an massiver Apoptose der
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Hepatozyten versterben und die Zellen nach Stimulation durch TNF-a keine Aktivierung
von NF-kB aufweisen. NEMO ware hier fur die Aktivierung des antiapoptotisch
wirkenden Transkriptionsfaktors NF-kB essentiell, um die Hepatozyten vor dem TNF-
induzierten Zelltod zu schitzen. Bereits bei drei Wochen alten NEMO-Knockout-
Mausen lassen sich erhdhte Level der Alaninaminotransferase (ALT), die auf das
Vorhandensein einer erhéhten Hepatozytenschadigung hindeuten, nachweisen #412°,
Unter Stimulation mit TNF-a kommt es nach zwei Monaten zu einem massiven
Untergang der Hepatozyten durch Apoptose. Wahrend die NF-kB-Aktivierung ausbleibt,
werden vermehrt proapoptotische Proteine wie Bax und Caspasen (3,8) exprimiert
124,125.

Schaltet man in NEMO-Knockout-Mausen zusatzlich FADD (Fas assoziiertes Protein
mit Todesdoméane) aus, das im Normalfall die TNF-induzierte Caspase-8-Kaskade
initiilert, entwickeln diese Mause mit diesem ,Apoptoseschutz® keinen Tumor. Die
Arbeitsgruppe Luedde (2007) vermuten, dass die selektive Inhibition von NEMO Uber
eine vermehrte FADD-induzierte Caspasen-abhangige Apoptose (siehe Abb. 2.11) eine
regenerative proliferative Antwort hervorruft, die mit einer Inflammation des

Leberparenchyms sowie oxidativem Stress einhergeht *2*.

u.a. TRAIL
. Rezeptor
Zytosol
IKK-Komplex NF-xB
¢ kBa
- C® % G
| Caspase-3
Apoptose
. Caspase-8

Abb. 2.11 (modifiziert): TRAIL-vermittelte Apoptose bei NEMO-defizienten M&usen ¥’
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Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die den oxidativen Stress auslosen, haben u.a.
wichtige Funktionen in zellularen Signalwegen, der Induktion von Wachstum und
Apoptose und dienen als Effektormechanismus von Immunzellen '*. Antagonisiert
werden sie durch antioxidative Schutzsysteme der Zelle. Herrscht ein Missverhaltnis
Uberwiegen schadigende Effekte, es herrscht oxidativer Stress. In diesem Fall sind die
ROS potentiell mutagen und kanzerogen. Anhaltende Inflammationsprozesse und hohe
Level an ROS fuhren zu einer steigenden massiven Zellschadigung. Das Resultat ist
eine Aktivierung von Progenitorzellen. Die Proliferationsfahigkeit der gesunden
Hepatozyten reicht hier allein nicht aus *2**?°. Dies fiihrt méglicherweise zur Entstehung
von Tumoren. Liegt keine chronische Schadigung bzw. eine weniger ausgepragte
Apoptose vor, so erfolgt die Geweberegeneration durch die mitotische Teilung der
gesunden Nachbarzellen.

Bei sechs Monaten alten NEMO-Knockout-Mausen lassen sich zusatzlich zur Apoptose
steigende Lipidkonzentrationen in den Hepatozyten und die Bildung von Ballonzellen
nachweisen ***. Diese sind analog zu den Ballonzellen, die fiir eine humane nicht-
alkoholischen Fettleberhepatitis (NASH) charakteristisch sind. Die NASH kann hier
maoglicherweise die Entstehung des HCC mit beginstigen. Neben der Fibrosierung des
Gewebes, bilden sich im Lebergewebe Entziindungen und Zelldysplasien *?**'?°. Des
weiteren steigert eine NASH in NEMO-Knockout-Mausen die Aktivierung von
naturlichen Killerzellen. Diese produzieren TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand) **°. NEMO-defiziente Zellen sind sensitiv gegeniiber TRAIL-
vermittelter Apoptose und so kommt es auch durch diesen Prozess zu einer
Schadigung der Hepatozyten '*® (sieche Abb. 2.11). Schaltet man NEMO in adulten
Mé&usen aus, so resultiert dies direkt in einer spontanen Entwicklung eines HCC *2*.
2.5.2.4 Die Rolle von NEMO in der Kanzerogenese des humanen HCC

Bisher wurde der mogliche Zusammenhang von NEMO und der Entstehung eines HCC
in Mausmodellen untersucht. Aktuell ist eine Studie verotffentlicht worden, die - wie
unsere Arbeitsgruppe - den Zusammenhang im Menschen untersucht ***. Pichler et al.
analysierten die NEMO-mRNA- und -Protein-Expression in Bezug zu den folgenden
klinisch-pathologischen  Parametern:  Geschlecht, Alter, TumorgroRe, -grad,
Wachstumsstruktur, Leberzirrhose und verschiedene Lebererkrankungen (Alkohol-
abusus, Hepatitis B/C, andere). Die Analyse erzielte folgende Ergebnisse: Eine
verminderte 5-Jahres-progressionsfreie Uberlebensrate geht einher mit einer niedrigen

NEMO-Expression (nicht signifikant, ein Trend erkennbar). Die Tumorgrof3e korreliert
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mit dieser Uberlebensrate. Ein signifikanter Zusammenhang besteht zwischen der 5-
Jahres-Uberlebensrate und einer niedrigen NEMO-Expression (p = 0,049). Die anderen
analysierten Parameter zeigten zu beiden Uberlebensraten keinen Zusammenhang.
2.5.2.5 Die Rolle von NEMO in der Kanzerogenese des CCC und des kolorektalen
Karzinoms

Es gibt aktuell keine Studien, die den Zusammenhang zwischen der Kanzerogenese
des cholangiozellularen Karzinoms und des kolorektalen Karzinoms bzw. dessen
Metastasierung untersuchen. Bisher zeigen nur wenige Studien einen direkten
Zusammenhang zwischen NF-kB und der Entstehung eines Cholangiokarzinoms.
TRAIL aktiviert einen moglichen Mechanismus. In Apoptose-resistenten CCC-Zellen
stimuliert der Ligand Uber eine NF-kB-Aktivierung die Zellmigration und Invasion und
maoglicherweise zudem die Metastasierung. TRAIL gilt ein vielversprechendes
Krebstarget **2. Die Verwendung sollte jedoch nur auf Apoptose-sensitive Tumoren
beschrankt werden, da sonst moglicherweise die Tumorinvasion NF-kB-abh&ngig
gefordert wird '*.  Auch durch die NF-kB-abhangige Aktivierung des
Transkriptionsfaktors SNAIL und die Unterdriickung von E-Cadherin wird in
Cholangiokarzinomen Migration und Invasion vermittelt. Auch hier liegt ein mdglicher
Zusammenhang mit NF-kB und der Tumorentstehung und dem -wachstum vor .
Kojima et al. (2004) zeigten eine Hochregulierung von NF-kB in humanen kolorektalen
Tumorgeweben und stellten einen Zusammenhang zur Tumorprogression her. Es
zeigte sich eine signifikante NF-kB-Expression, je weiter das Karzinom fortgeschritten
(Stadium T3/T4) ist *°. Weitere Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen der
NF-kB-Aktivierung und der Metastasierung. Das kolorektale Karzinom und die
entsprechenden Fernmetastasen wiesen das gleiche erhdhte NF-kB-Level auf. Die
vermehrte Aktivierung des Transkriptionsfaktors schien bei der Prognose und bei der
Invasivitat eine bedeutende Rolle zu haben ***>%®_ Mé&glicherweise beruht dies auf einer
veranderten Regulation durch NEMO.

2.5.3 Feedbackhemmung der NF- kB-Signalkaskade durch das Cylindromatosis
Gen

Mehrere Studien lassen darauf schliel3en, dass es sich bei dem Tumorsuppressorgen
Cylindromatosis (CYLD) um einen Feedbackinhibitor der NF-kB-Signalkaskade handelt.
Brummelkamp et al. (2003) zeigten, dass eine gezielte Inhibition von CYLD mittels
RNA-Vektoren zu einer vermehrten Aktivierung von NF-kB fiihrt **’. Verschiedene

Stimuli, u.a. TNF-a und IL-1, fihrten neben der Initiierung des NF-kB-Signalweges zu
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einer gesteigerten CYLD-Expression. CYLD entfernt als Deubiquitinase die Lysin-63-
verknupften Polyubiquitinketten der Schltiisselmolekile NEMO, RIP1 und TRAF2 (siehe

Abb. 2.12). Die Feedbackhemmung verhindert eine tiberschieRende Zellreaktion 8.

Zytosol

IKK-Komplex NF-kB W proteosomale
_ " Degradation

Kemn

CYLD

r 4

Abb. 2.12 (modifiziert) '°*: Feedbackhemmung der NF-kB-Signalkaskade durch CYLD

Im HCC sowie beim kolorektalen Karzinom lasst sich eine erniedrigte CYLD-Expression
auf Protein- und RNA-Ebene im Vergleich zum umgebenden nicht-malignen Gewebe

nachweisen 39140,

Es zeigt sich ebenfalls eine erniedrigte CYLD-Expression bei
Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen. Dies lasst auf einen
maoglichen Zusammenhang von CYLD mit einer Fehlregulation der inflammatorischen

Kontrolle schlieRen 4.
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3. Zielsetzung dieser Dissertation

3. Zielsetzung dieser Dissertation

Das Auftreten des hepatozellularen und des cholangiozellularen Karzinoms sowie der
kolorektalen Lebermetastasen geht mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat einher.
Ursachlich sind v.a. folgende Griinde:
« Diese Malignitaten weisen eine hohe Aggressivitat auf
* Das Leberparenchym ist durch Umbauprozesse geschadigt
« Es treten zu Beginn dieser Erkrankungen keine oder nur unspezifische
Symptome auf, so dass die Diagnosestellung haufig erst in einem
fortgeschrittenem Tumorstadium erfolgt
* Eine kurative Heilung ist bisher nur durch eine RO-Resektion moglich
(Chemoresistenz)
« Die in der Klinik eingesetzten etablierten Tumormarker sind durch eine geringe
Sensitivitat und Spezifitat nicht fir die Friherkennung geeignet.

Durch seine vielféaltigen Funktionen v.a. bei Entziindungsprozessen, der Zellproliferation
und der Antiapoptose ist eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-kB in der
hepatischen Kanzerogenese wahrscheinlich. Da NEMO bei dessen Aktivierung eine
essentielle Rolle Gbernimmt und sich im Mausmodell eine mégliche Beziehung zur

Tumorentstehung gezeigt hat, ist eine genauere Untersuchung sinnvoll.

Im Rahmen dieser Dissertation werden dazu folgende Fragestellungen analysiert:

» Zeigt sich eine veranderte Regulation von NEMO auf mRNA- oder Proteinebene
in einer der untersuchten Tumorarten und ist diese spezifisch fir diese
Tumorart?

« Kann anhand von NEMO-mRNA oder -Protein eine Aussage zu verschiedenen
Klinisch-pathologischen Parametern (Alter, Geschlecht, Tumorausdehnung,
Differenzierungsgrad, Grad der Steatosis, Rezidiventwicklung) getroffen werden?

* Welche diagnostische Gute erreicht NEMO als Marker? Und eignet sich NEMO
besser als die etablierten Marker?
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4. Material und Methoden

4. Material und Methoden

4.1 Materialien
4.1.1 Gerate

Absorptions-Mikrotiterplatten-

Lesegerat FluoStar Optima (BMG LABTECH Inc., Ortenberg)
Autoklav WEBECO, Selmsdorf

Blockthermostat BT100 (Kleinfeld Labortechnik, Gehrden)
CO,-Inkubator BINDER, Tuttlingen

Ein-Stunden-Signaluhr Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Geldokumentationssystem VersaDoc (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
Kihleinheiten + 4C (Liebherr, Biberach a.d.R.)

- 20 (Liebherr, Biberach a.d.R.)
- 80T (Kirsch, Offenburg)

Magnetrthrer RCT (IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen)
Mikroskop Axiovert 135 (Carl Zeiss AG, Oberkochen)
Pipetten Eppendorf Reference 0,5 - 10 ul; 10 - 100 pl; 50 -

200 pl; 100 - 1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg)
PIPETBOY acu transparent (IBS integra-biosciences,

Fernwald)
pH-Meter CG 840 (Schott, Hofheim)
Real-Time PCR-Gerat iCycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
Schiittler MTS 2 (IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen)
Spektrophotometer NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer (NanoDrop
Technologies, Wilmington, US)
Sterilbank Hera Safe (Heraeus, Osterode)
Stickstofftank Taylor-Wharton Germany GmbH, Mildstedt
Thermocykler PT-200 (Biozym Scientific GmbH, Wien, A)
Volt/Ampermeter (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen)
Vortexer MST Minishaker (IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen)
Waage Feinwaage (Sartorius AG, Gottingen)
Wwarmeschrank BINDER, Tuttlingen
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Wasserbad
Western Blot - Zubehor

Zahlkammer

Zentrifuge

4.1.2 Verbrauchsmaterial

Einmal-Handschuhe
Klebefolie

Kryoréhrchen
Messzylinder
Mikrotiterplatten
Morser & Pistill
PCR-Mikrotiterplatten
PCR-SoftTubes
Pipetten

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie
RNase-Inhibitor Spray
Tubes

Western Blot - Zubehor

Zellschaber

4.1.3 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien von Sigma (Deisenhofen),
Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Carl Roth GmbH

GFL, Burgwedel

Glaser, Kammer, Kunststoffkamm, Kassettenhalter
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen)
Neubauer-Zahlkammer (Fein-Optik, Blankenburg)
Eppifuge (Eppendorf AG, Hamburg)

Varifuge (Heraeus, Osterode)

unsteril (Kimberly-Clark, West Malling, UK)

fur PCR-Mikrotiterplatten, optisch klar (SARSTEDT
AG & Co, Numbrecht)

2 ml (SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

6-Well, 96-Well (BD Biosciences, San Jose, US)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

96-Well (SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht)

Biozym Scientific GmbH, Wien, A

5 ml, 10 ml, 25 ml (BD Biosciences, San Jose, US)
10 pl, 100 pl, 1000 pl (SARSTEDT AG & Co,
NUmbrecht)

1,5 ml, 2 ml (RNase-free) (Eppendorf AG, Hamburg)
RNAse Zap (Ambion Europe, Huntingdon, UK)
Falcon, 15 ml, 25 ml (BD Biosciences, San Jose, US)
Blotting-Filterpapier, Blotting-Membran (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen)

25 cm (SARSTEDT AG & Co, Numbrecht)

+ Co. KG (Karlsruhe) oder Life Technologies GmbH (Karlsruhe) bezogen.
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Enzyme
Complete Mini Protease Inhibitor

SuperScript Il Reverse Transkriptase
Hormone
Fortecortin

Humanes Insulin

Zytokine
TNF-a

4.1.4 Losungen und Puffer

Fur alle verwendeten Puffer und Losungen wurde soweit nicht anders angegeben

Roche Applied Science, Mannheim
Life Technologies GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sanofi-aventis, Frankfurt am Main

Biochrom AG, Berlin

Ampuwa-Sterilwasser (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg) verwendet.

4.1.4.1 Extraktion Protein — Puffer

Pre-Lysis-Puffer — Isolierung Zytosol Konzentration
Hepes (pH 7,9) 10 mM
Magnesiumchlorid (MgCl,) 1.5 mM
Kaliumchlorid (KCI) 10 mM
Dithiothreitol (DTT) 0.1 M
Protease-Inhibitor-(PI)-Cocktail +1/10

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 1%

mit Aqua bidest. auffullen

Pre-Extraction-Puffer — Isolierung Kern Konzentration
Hepes (pH 7,9) 20 mM
MgCl, 1.5mM
Natriumchlorid (NaCl) 0.42 M
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 0.2 mM
Glycerol 25%
DTT 0.1 M
Protease-Inhibitor-Cocktail + 1/10 PMSF 1%
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4.1.4.2 Western Blot - Losungen und Puffer

5x TBST - Stammldsung Konzentration Menge
Tris base 50 mM 6,05 g/l
NaCl 150 mM 8,76 g/l

mit Aqua bidest. auf 1 | auffillen und den pH mittels pH-Meter auf 7,5 einstellen, vor

Gebrauch 1 ml Tween/Liter hinzugeben

5x Laufpuffer - Stammlésung Konzentration Menge
Tris base 50 mM 15,1 g/l
Glycin 94 g/l
Natriumdodecylsulfat (SDS) (10%) 50 ml

mit Aqua bidest. auf 2 | auffillen, pH auf einen Wert von 8,9 einstellen

Transferpuffer Konzentration Menge
Tris base 1M 50 mi
Glycin-Ldsung 1.9M 200 ml
SDS (10%) 10 ml
Methanol (Herbeta, Berlin) 200 ml

mit Aqua bidest. auf 1 | auffillen

5x SDS-Ladepuffer Konzentration
TrisCl (pH 6,8) 0.225 M
Glycerol 50%
SDS 5%
Bromphenolblau 0.05%
DTT 0.25M

4.1.4.3 Western Blot - Gele

Sammelgel Menge
Aqua bidest. 3,4 ml
Acrylamid 0,83 ml
Tris (pH 6,8) 0,63 ml
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SDS (10%) 50 pl
Ammoniumpersulfat (APS) 50 pl
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid (TEMED)

(Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) 5 ul
Trenngel (12,5%) Menge
Aqua bidest. 3,4 ml
Acrylamid 4 ml
Tris (pH 8,8) 2,5mil
10% SDS 100 pl
APS 50 pl
TEMED 5 pl

4.1.4.4 Western Blot — Detektion mittels ECL (enhan ced chemiluminescence)

ECL-L6sung 1 Menge
0.1 M Tris (pH 8,5) 1 mi
90 mM p-Cumarinsaure 4.4 ul
250 mM Luminol 10 pl
ECL-LGsung 2 Menge
0.1 M Tris (pH 8,5) 1ml
Wasserstoffperoxid (H202) (30 %) 0,6 ul

vor Gebrauch Losung 1 und 2 in gleichem Verhaltnis mischen

4.1.5 Kits und Assays

Die TagMan®-Genexpressions-Assays fur die Gene CYLD, GAP-DH und NEMO
wurden ebenso wie der TagMan® Universal PCR Master Mix von Applied Biosystems
(Foster City, US) bezogen. Fir den DNase-Verdau wurde das Desoxyribonuclease I-Kit
der Life Technologies GmbH (Karlsruhe) eingesetzt. Die RNA- und Proteinextraktion
der Gewebeproben wurde mit dem NucleoSpin® RNA/Protein-Kit der MACHEREY-
NAGEL GmbH & Co. KG (Duren) durchgefuhrt.
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4.1.6 Antikorper

Die in der Arbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Tabelle 4.1: Primar- und Sekundarantikorper

Primarantikorper Verdinnung Hersteller

Anti — IKKy 1:1000 Cell Signaling, Beverly, US

Anti — NF-kB p65 1:1000 Cell Signaling, Beverly, US

Anti — p-NF-kB p65 1:1000 Cell Signaling, Beverly, US

Anti — a-Tubulin 1:4000 Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Anti-B-Actin 1:4000 Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sekundarantikorper Verdinnung Hersteller

Anti — Mouse 1:2000 GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Anti — Rabbit 1:2000 Jackson Immuno Research

Laboratories, West Grove, US

4.1.7 Humane Gewebeproben

Die in dieser Dissertation eingesetzten humanen Gewebeproben (HCC, CCC
(intrahepatisch),  kolorektale  Lebermetastase) wurden im Rahmen von
Leberteilresektionen in der Klinik fur Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie
der Medizinischen Fakultat der Charité-Universitdtsmedizin Berlin enthommen. Dies
geschah nach informierter Einwilligung der Patienten und unter Zustimmung der
Ethikkommission der Charité-Universitdtsmedizin Berlin. Zur Vermeidung von langen
Ischamiezeiten, die maoglicherweise die untersuchte Signalkaskade beeinflussen
konnte, erfolgte die Probenentnahme (ca. 30-70 mg) direkt nach der Resektion. Die
Proben wurden im Anschluss in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Bearbeitung bei -80C in der Tiefkuhleinhe it gelagert. Um Veranderungen in
der Regulation der untersuchten Gene im Tumor nachweisen zu kdnnen, wurde
zusatzlich jeweils eine Referenzgewebeprobe aus dem umgebenden nichtmalignem
Gewebe gesichert. So liel3 sich fir jeden Patienten ein individueller Basislevel der Gene
bestimmen. Patienten mit chronisch-entziindlichen Grunderkrankungen (rheumatoide
Arthritis, Arteriosklerose, Colitis ulcerosa, Morbus Crohn) wurden ausgeschlossen. Es
ist bekannt, dass die NF-kB-Signalkaskade bei diesen Erkrankungen eine Rolle spielt.

So konnte verhindert werden, dass eine verdnderte Expression in der NF-kB-
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Signalkaskade mdglicherweise auf diesen Erkrankungen beruht und die Ergebnisse

verfalscht wurden.

4.1.8 Humane Hepatozyten

Um die geplanten Methoden zu etablieren, wurden humane Hepatozyten verwendet.
Die humanen Hepatozyten stammen ebenfalls aus der Klinik fur Allgemein-, Visceral-
und  Transplantationschirurgie  der  Medizinischen  Fakultdt der  Charité-
Universitatsmedizin Berlin und wurden unter Zustimmung der Ethikkommission der
Charité-Universitadtsmedizin Berlin im Rahmen von verschiedenen Studien aus
Leberteilresektaten von der AG Glanemann isoliert. Ausgewéahlt wurden drei Spender,
deren Lebergewebe nicht oder nur geringgradig entzindet war. So war eine
Beobachtung der Reaktion auf eine Stimulation mit TNF-a, das im entzindlichen

Gewebe eventuell schon hochreguliert gewesen wére, moglich.

4.2 Methoden

4.2.1 Zellbiologische Methoden
4.2.1.1 Zellkultur

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter der Sterilbank durchgefihrt und
samtliche Medien, LOsungen und Materialien vor der Nutzung steril filtriert oder
autoklaviert. Die Lagerung der Zellen erfolgte im CO»-Inkubator bei 37C und 5%-CO »-
Atmosphare. Der Zustand der Zellen wurde regelmafig mikroskopisch kontrolliert.
Soweit nicht anders angeben, wurden alle Waschschritte mit PBS durchgefihrt.

4.2.1.2 Kultivierung von humanen Hepatozyten

Die Kultivierung der humanen Hepatozyten Zellen erfolgte nach der Isolation in
Inkubationsmedium in 6-Well-Platten. Die Versuche wurden mit Pra-Inkubationsmedium
durchgeflihrt, da dies keine Hormone enthielt. So konnte ein potentieller Einfluss dieser

auf den Versuch ausgeschlossen werden.

Inkubationsmedium Pra-Inkubationsmedium

Williams* Medium E + Glutamax® 450 ml 450 ml
Penicillin/Streptomycin (100 uM) 5ml 5ml
Fortecortin (0,8 ng/ml) 125 pl -
HEPES (15 mmol/l) 7,5 ml 7,5 ml
Natriumpyruvat (1 mmol/l) 5ml 5 ml
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Fortsetzung von Seite 31 Inkubationsmedium  Pra-Inkubationsmedium
MEM 5 ml 5 ml
Humanes Insulin (1 mmol/l) 400 pl -

FKS 50 ml 25 ml

4.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahlbestimmung wurde mittels Neubauer-Zahlkammer durchgefihrt. So liel3
sich die Gesamtzellzahl bei bekanntem Volumen ermitteln. Zur Bestimmung wurden
10 pl der Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau vermischt und anschlielBend 10 pl
luftblasenfrei in die Kammer geflllt. Die Auszéahlung der ungefarbten lebenden Zellen
erfolgte unter dem Mikroskop. Tote Zellen wiesen durch den Verlust der
Membranintegritat eine blaue Farbung auf. Grundsatzlich wurden alle Quadranten der
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die Gesamtzahl berechnete sich nach folgender
Formel:

Gesamtzellzahl = (Zellzahl/Zahl der Quadranten) x 10* x Verdiinnung x VVolumen.
4.2.1.4 Stimulation der Zellen mit TNF- a
Die Stimulation der Zellen mit TNF-a diente der Methodenetablierung, der Optimierung
der Versuchsdurchfihrung sowie der Evaluierung der bendtigten Konzentrationen bzw.
Mengen. TNF-a ist bekanntermal3en ein starker Aktivator der untersuchten NF-kB-
Signalkaskade. So konnte Uberprift werden, ob alle zu untersuchenden Gene mit den
eingesetzten Antikérpern und Genexpressions-Assays detektiert werden kénnen. Einen
Tag vor der Versuchsdurchfilhrung wurden jeweils 2,5x10° Zellen pro Well (6-Well-
Platte) ausgesat, damit diese in den Wells adhéarieren konnten. Direkt vor der
Behandlung erfolgte ein Waschschritt, um verbleibende Reste des Inkubationsmediums
zu entfernen. Pro ml Pra-Ink-Medium wurden 25 ng TNF-a eingesetzt. Nach einer
Einwirkzeit von 15 min, 60 min bzw. 240 min konnte mit der Isolierung der RNA und der
Proteine begonnen werden. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.

4.2.2 Proteinbiochemische und immunologische Method en

4.2.2.1 Proteinisolierung im Zytosol und Kern

Alle Schritte zur Proteinisolierung wurden auf Eis durchgefuhrt. Zunachst wurden die
Wells zur Entfernung von Mediumresten mit PBS gespult und der Uberstand entfernt.
Im Anschluss wurde das Zellsediment in 300 ul Pre-Lysis-Buffer / Well (6-Wellplatte)
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resuspendiert und die Platte bei -80CT uber Nacht g elagert. Am nachsten Tag wurden
die Proben wiederholt eingefroren (in flissigem Stickstoff) und aufgetaut (im
Wasserbad) (3 Freeze-and-thaw-Zyklen). Nach der anschlieenden 20 mindtigen
Zentrifugation (10000x g, Eppifuge) konnte der Uberstand mit der zytosolischen
Fraktion abgenommen und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt werden.
Dieses wurde im Tiefkihler bei -80C bis zur Protei nkonzentrationsbestimmung
aufbewabhrt.

Das Pellet enthielt die Kernfraktion. Zur Extraktion wurde es in 40 ul Pre-Extraction-
Buffer resuspendiert und in einem Eppendorf-Reaktionsgefald bei -80C Uber Nacht
gelagert. Am nachsten Tag erfolgten 3 Freeze-and-thaw-Zyklen, danach wurde das
Eppendorf-Reaktionsgefal? fur 30 min bei 4C auf dem Schittler geschwenkt und
abschlieBend zentrifugiert (20400x g, 5 min, 4C, Eppifuge). Die Kernfraktion im
Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal uberfiihrt und bei -80C
gelagert.

4.2.2.2 Extraktion von Protein mittels NucleoSpin ~ ® RNA/Protein

Die Extraktion von Protein erfolgte mithilfe des NucleoSpin® RNA/Protein-Kits von
Macherey-Nagel und wurde gemal3 des Protokolls durchgefiihrt. Das Kit erméglichte die
gleichzeitige Isolierung von RNA und Protein, ohne zuvor die Gewebeprobe teilen zu
missen. So waren auch kleine Gewebemengen fur die Untersuchungen einsetzbar. Bei
dieser Arbeit wurden jeweils 30 mg Tumor- bzw. Referenzgewebe eingesetzt.

4.2.2.3 Messung der Proteinkonzentration mittels BC ~ A-Methode

Prinzip: Die Messung der Proteinkonzentrationen gewahrleistete, dass fur die Western-
Blot-Analyse gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden. Um die Proteinkonzentration
zu bestimmen, wurde die BCA-(4,4’-Dicarboxy-2,2’-bichinolin)-Methode angewandt.
Diese Methode hat sich durch ihre Unempfindlichkeit gegeniber Puffersubstanzen, die
meist zur Probenbearbeitung eingesetzt werden, bewahrt. In einer ersten Reaktion
kommt es zur Komplexbildung der Peptidbindungen der Proteine mit Cu®*-lonen in
alkalischer Lésung (sog. Biuret-Reaktion). Im nachsten Schritt werden die Cu?*-lonen
zu Cu'-lonen reduziert, die durch eine Komplexbildung mit BCA durch
Absorptionsmessung detektiert werden kénnen.

Durchfihrung: Die Gewebeproben wurden zunéchst 1:50, die Proben der humanen

Hepatozyten 1:20, mit Aqua bidest. verdinnt. Zur Kalibrierung wurde eine
Verdinnungsreihe von Rinderserum-Albumin (BSA) in den folgenden Konzentrationen

eingesetzt: 1000 — 500 — 250 — 125 — 62,5 pg/ml. Um ein moglichst genaues
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Messergebnis zu erzielen, wurden Triplikate der Proben und Duplikate der
Standardreihen eingesetzt. Die halbstindige Inkubation bei 37C erfolgte in 96-
Wellplatten mit jeweils 20 ul der Probe bzw. des Standards und jeweils 300 ul BCA-
Mischung (BCA-Reagenz A (Analyticon Biotechnologies AG, Lichtenfels) mit 2%
Kupfersulfat (CuSQ,)). Die Extinktionsmessung erfolgte im Anschluss im FluoStar
Optima bei 550 nm. Anhand der ermittelten Standardkurve aus den BCA-
Standardkonzentrationen lie sich die Proteinkonzentration der Proben errechnen.
Diese wurden im Anschluss zu einer Endkonzentration von 40 pg mit Aqua bidest.
Verdunnt, mit 5x SDS-Ladepuffer (20%) aliquotiert und im Western Blot eingesetzt.
4.2.2.4 Western Blot

4.2.2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS- PAGE)

Prinzip: Durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgt die Auftrennung von
Proteinen. Die Proteine wandern im angelegten elektrischen Feld in einer
Polyacrylamid-Gelmatrix mit definierten Porengréf3en und werden so nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Diese Gelmatrix entsteht durch die Polymerisation von
Acrylamid und die Quervernetzung durch Bisacrylamid. Ammoniumpersulfat (APS)
startet die Reaktion und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid (TEMED) dient als
Katalysator.

Durchfihrung: Um eine potentielle Stérung durch Fremdproteine auszuschliel3en,

wurden vor der Nutzung die Blot-Kammer und die Deckglaser mit 70%igem Ethanol
gereinigt. Darauffolgend wurde das Trenngel gegossen und mit Aqua bidest.
Uberschichtet, um eine moéglichst regelmallige, horizontale Gelkante zu erzielen. Das
Aqua bidest. wurde direkt nach der Polymerisierung entfernt. Daraufhin erfolgten das
GielRen des Sammelgels und das Einsetzen des Kunststoffkamms unter Vermeidung
von Blasenbildung. Nach vollstandiger Aushartung des Gels wurde dies in die Blot-
Kammer eingesetzt. Das aul3ere Kompartiment der Kammer wurde zu einem Dirittel,
das innere Kompartiment vollstandig, mit 1x Laufpuffer geflllt. Nach Entfernung des
Kunststoffkamms erfolgte die Beflllung der Geltaschen mit den vorbereiteten Aliquoten
der Proben. Zusatzlich wurde ein Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot)
zur  Kontrolle der Auftrennung und der Transfereffizienz  sowie  zur
ProteingroRenbestimmung eingesetzt. Die Proteine wurden zundchst im Sammelgel bei
niedriger Feldstarke (60V) gesammelt. Im Trenngel erfolgte im Anschluss die
Auftrennung der Proteine (120V). Das elektrische Feld wurde solange aufrechterhalten

bis die Proben das Ende des Gels erreichten.
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4.2.2.4.2 Proteintransfer (Western Blot) und  Antikdrperdete ktion

Prinzip: Die aufgetrennten Proteingemische werden auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert, um diese zu fixieren. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit spezifischen
Antikdrpern, um das gesuchte Protein Uber eine Antigen-Antikdrper-Reaktion zu
identifizieren. Der Nachweis erfolgt in einem zweiten Reaktionsschritt durch die Bindung
eines mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelten Sekundéarantikorpers. Dieser kann
mittels Chemilumineszenzreaktion detektiert werden.

Durchfihrung: Fur den Proteintransfer wurden die bendtigten Filter, Schwdmme sowie

die Membran fir 10 min in Transferpuffer eingeweicht und anschlieRend in den
Kassettenhalter luftblasenfrei wie folgt aufeinandergeschichtet und in die Blot-Kammer
eingesetzt (siehe Abb. 4.1):

Kathode

| Schwamm
f‘ e ,Ge|.._.. X ,“A"

[ Membran

| Schwamm

Anode

Abb. 4.1: Schematischer Aufbau eines Blots

Die Kammer wurde verschlossen und der Transfer erfolgte bei einer konstanten
Stromstarke von 0.34 A fur 60 min. Um die Proteinbanden direkt nach dem Transfer
sichtbar zu machen, wurde die Membran anschlieBend fir 5 min mit Poinceau-S-
Losung inkubiert und danach mit Aqua bidest. kurz gespuilt, um Uberschissigen
Farbstoff zu entfernen. Die Proteinbanden zeigten eine Anfarbung, wenn der Transfer
funktioniert hat. Um die unspezifischen Bindungsstellen der Membran zu sattigen,
wurde diese im Anschluss in 5%iger Magermilchlésung (1 g Magermilch in 20 ml 1x
TBST fur eine Stunde geblockt. Darauf folgten drei jeweils funfminitige Waschschritte
mit TBST. Unter leichtem Schwenken wurde die Membran bei 4°C uber Nacht mit
einem Primé&rantikorper in 5%iger BSA-Losung (1 g BSA in 20 ml 1x TBST) inkubiert.
Die optimale Verdinnung der Primarantikdrper wurde im Vorfeld spezifisch ausgetestet
(siehe Tab. 4.1). Am nachsten Tag wurde zur Entfernung von ungebundenem
Antikérper die Membran dreimal erneut fur jeweils 5 min in TBST gewaschen und

schlie3lich fur eine Stunde mit dem jeweiligen Sekundarantikdrper bei Raumtemperatur
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(RT) inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschvorgang konnten nun die
Proteinbanden mittels frisch angesetzter ECL-LOsung im VersaDoc detektiert werden.
Die HRP des Sekundarantikbrpers katalysiert die Umwandlung von Luminol mit
Wasserstoffperoxid in dessen oxidierte Form (siehe Abb. 4.2). Durch die Reaktion
entsteht eine Chemilumineszenz mit einem Emissionsmaximum von ca. 430 nm, die

photometrisch detektiert werden kann

NHZ O -~ 430 nm 2
. ;§f‘
fyy +HO2 — > +H,0 + N,
|
o]
Luminol 3-Aminophthalat-Dianion

Abb. 4.2: Chemilumineszenzreaktion von Luminol mit Wasserstoffperoxid

Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden wurde mit der Software Quantity
One durchgefuhrt. Die Quantifizierung der Signale erfolgte unter Subtraktion des
manuell definierten Hintergrundes. Um Unterschiede in der Proteinmenge
auszugleichen, wurden die Signale auf die Ladekontrolle (a-Tubulin) normiert.

Wurden mehrere Proteine nachgewiesen, so wurden zur Vermeidung einer erneuten
Detektion der Primar- und Sekundarantikdrper mittels Stripping entfernt. Fir 15 min
wurde dazu die Membran in Re-Blot-Plus-Mild-Stripping-Puffer (Chemicon International,
Temecula, USA) bei leichtem Schwenken inkubiert. Nach zweimaligem Waschen fur 5
min in 1x TBST wurde die Membran zweimal fir jeweils 5 min in 5%iger Magermilch
geblockt und es konnte im Anschluss mit einem weiteren Priméarantikorper inkubiert

werden.

4.2.3 Molekularbiologische Methoden
4.2.3.1 RNA-Isolierung nach Trizol

Durchfihrung: Die RNA-Isolierung aus den humanen Hepatozyten erfolgte unter dem

Abzug. Zu Beginn wurden in einem Waschschritt Mediumreste entfernt. Danach erfolgte
die Zugabe von 500 ul Trizol / Well (6-Well-Platte) mit einem Einwirkzeitraum von 10
min bei RT. Durch die Zugabe von Trizol wurden die Zellen lysiert und RNasen und
Enzyme inaktiviert. Durch die Verwendung eines Zellschabers wurden die Zellen aus

dem Well gelost und in ein RNase-freies Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach der
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Zugabe von 0,2 ml Chloroform mit anschlieBender 3 minutiger Inkubation bei RT und
Zentrifugation (12.000x g, 15 min, 4C, Eppifuge) erfolgte die Auftrennung der drei
verschiedenen Phasen: wassrige Phase (RNA), Interphase (DNA), Trizol-Phase
(Proteine). Die anschlieBende RNA-Prazipitation aus der wassrigen Phase erfolgte mit
0,5 ml Isopropanol und einer einstiindigen Inkubation bei 4TC. Es folgte ein
Waschschritt mit 1 ml 75%igem Ethanol und erneuter Zentrifugation (7500x g, 5 min,
4<C, Eppifuge). Nach der Trocknung des Pellets im W armeschrank bei 56T wurden
der RNA 100 pl Aqua dest. zugesetzt und erneut fir 10 min erwarmt bei 56<C. Die
RNA-Reinheit und RNA-Konzentration wurden mittels Nanodrop bestimmt (siehe
Kapitel 4.2.3.3)

4.2.3.2 Extraktion von totalRNA mittels NucleoSpin ~ ® RNA/Protein

Die Extraktion von totalRNA aus den Gewebeproben erfolgte mithilfe des NucleoSpin®
RNA/Protein-Kits von Macherey-Nagel und wurde gemal des Protokolls durchgefiihrt.
4.2.3.3 Messung der RNA-Konzentration

Prinzip: Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurde mit einem Nanodrop-
Spektralphotometer durchgefuhrt. Dazu wurde die spezifische optische Dichte der RNA
durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt.

Durchfuhrung: Es wurden jeweils 1,5 pl der Proben aufgetragen und gegen einen

Referenzwert (Aqua bidest.) gemessen. Eine Absorptionseinheit Ao entspricht 40 ug
RNA/mI. Daraus folgt die Berechnung der Konzentration: ¢ [ug RNA / ml] = Azgo X 40.

Zur Beurteilung der Reinheit wurde der Absorptionsquotient A260/A280 herangezogen.

Dieser sollte flr eine optimale Reinheit zwischen 1,9 und 2,1 liegen. Die Messungen
wurden als Triplikate durchgefihrt.

4.2.3.4 DNase-Verdau

Prinzip: Um eventuell vorhandene Verunreinigungen durch genomische DNA in der
isolierten RNA auszuschlief3en, wird an die RNA-Extraktion ein enzymatischer DNAse-
Verdau angeschlossen. So werden fehlerhafte positive Signale in der Real-Time-PCR
verhindert. Die eingesetzte DNase wird nach dem Verdau inaktiviert, um zu vermeiden,
dass in der anschlieRenden cDNA-Synthese entstehende cDNA abgebaut wird.

Durchfiihrung:

40



4. Material und Methoden

Ansatz Konzentration  Volumen [pl]

RNA 1 ug

10x DNase | Reaction Buffer - 1

DNase | 1 U (units)/ul 1

Aqua bidest. - auf 10 auffullen
Inkubation fir 15 min bei RT

EDTA 25 mM 1

Inkubation im Thermocycler fur 10 min bei 65T

4.2.3.5 Synthese der komplementaren DNA

Prinzip: Um die RNA in der Real-Time-PCR einsetzen zu kdnnen, ist die Umschreibung
in komplementare DNA (cDNA) durch eine reverse Transkriptase notwendig. Diese
RNA-abhéangige DNA-Polymerase katalysiert die Reaktion. Zur Initiation bendtigt sie
Primer. Es erfolgt die Generierung eines RNA-DNA-Hybridstrang. Die anschliel3ende
Hydrolyse der RNA schliel3t die cDNA-Synthese ab. Um eine moglichst hohe Ausbeute
zu erzielen, wird ein Ribonuclease-Inhibitor eingesetzt, der die RNA vor dem Abbau
schiitzt.

Durchfihrung: Die Synthese wurde wie folgt durchgefiihrt:

Ansatz Konzentration  Volumen [ul]
RNA 500 ng
Random-Hexamer-Primer 50 uM 1
RNasin (Promega Corporation, Madison, US) 1 U/l 1

Aqua bidest. - auf 12 auffillen

Inkubation im Thermocycler fur 10 min bei 70C

10x PCR Puffer - 2

MgCl; 50 mM 1

dNTP 10 mM 1

DTT 0.1 M 2

Aqua bidest. - 1
Inkubation im Thermocycler fur 5 min bei 42T

SuperScript 1| Reverse Transkriptase 200 U/ul 1

Inkubation im Thermocycler fir 50 min bei 42T und fur 15 min bei 70C
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Die weitere Lagerung der Proben erfolgte bei -20C.

4.2.3.6 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (Real-Ti me-PCR)

Prinzip: Die klassische Polymerase-Kettenreaktion dient der exponentiellen
Vervielfaltigung kleinster Mengen eines DNA-Abschnitts mittels einer hitzestabilen Tag-
Polymerase (DNA-Polymerase). Dies ist durch die zyklische Wiederholung der
einzelnen PCR-Schritte moglich. Die Denaturierung dient der Trennung des DNA-
Doppelstranges, das Annealing der Anlagerung der Primer und im letzten Schritt, der
Elongation, wird die DNA amplifiziert. Die Echtzeit-PCR beruht auf dem Prinzip der
herkémmlichen PCR. Die Besonderheit liegt hier in der quantitativen Erfassung der
gewonnen cDNA wahrend jedes PCR-Zyklus'. So lasst sich die Expression der zu
untersuchenden Gene auf RNA-Ebene anhand der cDNA quantifizieren.

Durchfiihrung: In dieser Dissertation wurde die Real-Time-PCR mithilfe der TagMan®-
Gene Expression Assays fur NEMO, CYLD, GAP-DH (Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) gemalR der Anleitung des Herstellers durchgefiuihrt und pro Ansatz
jeweils 75 ng cDNA eingesetzt (Ansatz und Protokoll siehe Tab. 4.2 und Tab. 4.3). Um

Fehler weitgehend auszuschlieBen, wurden Triplikate der Proben genutzt und das
arithmetische Mittel bestimmt. Als Referenzgen (houskeeping gene) wurde die GAP-DH

ausgewahlt, da sie ubiquitar und unabhangig vom Zellzyklus in Zellen vorliegt.

Tabelle 4.2: TagMan® PCR Ansatz

TagMan® Universal PCR Master Mix 10 pl
20x TagMan®-Gene Expression Assay 1pl
cDNA 3 ul
RNase-freies Wasser 6 ul

Tabelle 4.3: Real-Time-PCR-Protokoll

PCR-Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Inkubation mit Uracil-N-Glycosylase (UNG) 1 50C 2 min
Aktivierung der Tag-Polymerase 1 95C 10 min
Denaturierung { 95T 15 sec
Komb. Annealing und Verlangerung >0 60C 1 min
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Zur Auswertung, ob ein quantitativer Unterschied in der Expression der einzelnen Gene
zwischen den Tumor- und Referenzproben besteht, wurde die Delta-Delta-Ci-Methode
angewandt. Bei dieser Methode wird die Expression eines Zielgens auf die Expression
des Housekeeping-Gens bezogen (AC; = C: zielgen — Ct cap-pn) UNd aus den Delta-Ci-
Werten beider Gruppen der Delta-Delta-Ci-Wert gebildet (AAC: = Ct Tumorgewebe — Cit
Referenzgewebe). UM den relativen Expressionsunterschied zu ermitteln, wurde dieser Wert

2-AACt

anschlieRend in die Formel eingesetzt.

4.3 Datenbanken und Software

Die folgende Software und Datenbanken wurden fir die Erstellung dieser Dissertation

verwendet:

Excel 2007 Microsoft

SPSS Statistics 19 IBM

Reference Manager 11 IS| ResearchSoft, Berkeley, US

Quantity One Analysis Software 29 Bio-Rad Laboratories, Inc., Herculus, US
MyiQ Optical System Bio-Rad Laboratories, Inc., Herculus, US

NCBI (National Center for Biotechnology NCBI, Bethesda, USA,

Information) Datenbank www.ncbi.nlm.nih.gov/

4.4 Statistische Auswertungen

4.4.1 Deskriptive Statistik

Zur deskriptiven Statistik wurden Mittelwerte, Standardabweichungen, Mediane und
H&aufigkeiten berechnet. Die grafische Darstellung erfolgte mittels Punktdiagrammen.
4.4.2 Kruskal-Wallis-Test / Mann-Whitney-U-Test

Zunachst wurden die verschiedenen Variablen der Gruppe mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test auf eine Normalverteilung Uberprift. Da keine Normalverteilung vorlag,
erfolgte der statistische Vergleich von Gruppen und Messergebnissen anhand
nichtparametrischer Tests. Fur alle Variablen wurde der Vergleich aller Gruppen mit
dem Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt. Zeigte sich hier eine Signifikanz, wurde im
Anschluss der Mann-Whitney-U-Test fir zwei unabhangige Stichproben zur
Uberprifung von Unterschiedshypothesen mit Bonferroni-Korrektur zur a-Fehler-
Kumulierung durchgefihrt. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert < 0,05 festgelegt.

Die graphische Darstellung erfolgte mittels Boxplots (* = Extremwerte; °= Ausreil3er).
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4.4.3 ROC (Receiver operating characteristi c) - Analyse

ROC-Kurven, die die Darstellung von Sensitivitat und Spezifitat bei verschiedenen
Referenzwerten  (Cut-Off-Werten) ermdglichen, dienen der Beurteilung der
diagnostischen Wertigkeit eines Markers anhand der Flache unter der Kurve (engl.
»-area under the curve® - AUC) (siehe Abb. 4.3). Ein Marker weist eine Trennscharfe auf,
wenn sich die AUC signifikant von der Bezugslinie unterscheidet. Je grof3er (max. 1) die
AUC ist, desto grofier ist die Gesamtgenauigkeit eines diagnostisches Testes. Liegt der

Wert bei 0,5 kann von einem zufalligen Ergebnis ausgegangen werden.

1,0 ]
0,8 1 Bezugslinie

0,6 1

Sensitivitat

0,4 |

0,2 -

0,0

00 02 04 06 08 1,0
1 - Spezifitat

Abb. 4.3: Beispiel ROC-Kurve mit Kennzeichung der ,,Area under the curve* (AUC) (rot markiert)

Zur weiteren Beurteilung der Wertigkeit von NEMO als Tumormarker wurden der
positive (PPV) und negative pradiktive Wert (NPV) mittels Vier-Felder-Tafel berechnet.
Der PPV (bzw. NPV) gibt den Anteil der Spender an, die bei einem positiven
(negativen) Testergebnis tatsachlich erkrankt sind bzw. die untersuchten Merkmale
(nicht) aufwiesen.

Beispiel fur eine Vierfelder-Tafel bei der Unterscheidung des Differenzierungsgrades
(G2 vs. G3). Es wurde getestet, wie viele Tumorproben mit einem Cut-Off-Wert < x%
richtig als G3-Tumor erkannt wurden.

G3 G2 Summe
Cut-Off-Wert<x% |a b a+b
Cut-Off-Wert>x% |c d c+d
Summe at+tc b+d N
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PPV =a/ (atb) Sensitivitat = a / (a+c)
NPV =d / (c+d) Spezifitat = d / (b+d)

4.4.4 Korrelation nach Spearman
Zur Bestimmung der Starke von Beziehungen zwischen mehreren nicht normalverteilten
Variablen wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman eingesetzt. P-Werte

unter 0,05 wurden als signifikant gewertet.
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5. Ergebnisse

5.1 Vorversuche

Im Vorfeld wurde das experimentelle Setup etabliert und evaluiert. Die in diesem

Rahmen durchgefuhrten Vorversuche konzentrierten sich im Wesentlichen auf:

- Methodische Durchfihrung der RNA- und Protein-Extraktion sowie die
Bestimmung der optimalen Konzentration fur die weitere Versuchsdurchfihrung

- Durchfuihrung des Western Blots mit Optimierung der Verdinnung der Antikérper

- Durchfiihrung der Real-Time-PCR

Zentraler Bestandteil der hier durchgefiihrten Untersuchungen war die Detektion der
NF-kB-Aktivierung. Humane Hepatozyten wurden Uber verschiedene Zeitrdume (15
min, 60 min, 240 min) mit TNF-a inkubiert, um die Aktivierung von NF-kB zu initiieren.
Die Aktivitatsmessung erfolgte anhand der Phosphorylierung von NF-kB p65 (p-p65).
Dieser Versuchsaufbau diente als Grundlage fir die Untersuchungen mit NEMO, da
NEMO Teil der durch TNF-a-aktivierten NF-kB-Signalkaskade ist. Bereits nach 15 min
zeigte sich in einem optimalen Versuchsaufbau ein Anstieg der p-p65-Protein-
Expression im Zytosol und im Zellkern (siehe Abb. 5.1). Dies zeigte, dass NF-kB p65
zunachst im Zellkern aktiviert wurde und nach kurzer Zeit in den Nucleus translozierte.
Der hochste Spiegel konnte nach 60 min detektiert werden. Der Gesamtproteinspiegel
von NF-kB verdnderte sich minimal. Wie erwartet lag ohne Stimulation NF-kB p-p65 im
Zellkern nicht vor (nicht abgebildet).

Die Expression von NEMO-Protein veranderte sich unter der Stimulation von TNF-a
nicht (siehe Abb. 5.2). Dies war am Ehesten darauf zuriickzufiihren, dass der NEMO-
Antikdrper die Gesamt-Proteinexpression misst und dieser sich wie die p65-
Gesamtexpression nicht wesentlich andert. Fir die Versuche in dieser Dissertation war

die Gesamt-Proteinexpression zur Beurteilung der Ergebnisse ausreichend.
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Abb. 5.1: Die Aktivierung und nukleare Translokation von NF-kB p-p65 a) Zytosol: Gesamt-p65
(rot) liegt im Zytosol auch ohne Stimulation durch TNF-a vor. Das nach TNF-a-Stimulation durch
Phosphorylierung aktivierte p65 (blau) hat den héchsten Spiegel nach 60 min (p-Wert = 0,036).

b) Zellkern: Nach 60 min erreicht die aktivierte Form p-p65 den hochsten Spiegel (p-Wert =

0,036). Die Daten reprasentieren drei verschiedene unabhéangige Experimente.

Abb. 5.2: NEMO-Protein-Expression unter TNF-
a-Stimulation. Die Daten reprasentieren drei
. . . . verschiedene unabhangige Experimente.
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CYLD wird bei der Aktivierung von NF-kB vermehrt exprimiert. Die CYLD-mRNA weist
bei 4-stindiger Inkubationszeit eine signifikante Veranderung gegeniber der nicht
stimulierten Kontrolle auf (siehe Abb. 5.3). Es reguliert als Feedbackinhibitor

verschiedene Mitglieder der Signalkaskade. Die Expression von NEMO &nderte sich nur
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geringfugig (siehe Abb. 5.3). Dies liel3 sich am Ehesten ebenfalls darauf zurtckfuhren,
dass die Gesamtexpression gemessen wird und nicht die aktivierte Form. Eine leichte
Gegenregulation von CYLD blieb zu vermuten. Fir die weitere Versuchsdurchfiihrung

der Real-Time-PCR war dieses Ergebnis ausreichend.

a) b)
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Abb. 5.3: NEMO- und CYLD-mRNA-Expression nach TNF-a-Stimulation. a) NEMO-mRNA: Im
Vergleich zur Kontrolle weisen die mRNA-Level keinen signifikanten Verlauf auf. b) CYLD-
MRNA: Ein signifikanter Anstieg der CYLD-mRNA-Expression ist nach 240 min nachweisbar (p-
Wert = 0,03). Der Trend zeigt sich bereits nach 60 min (p-Wert = 0,054). Die Daten

reprasentieren drei verschiedene unabhangige Experimente.

Insgesamt konnten alle geplanten Versuchsdurchfiihrungen so optimiert werden, dass

sie in dieser Dissertation zur Ergebnisfindung eingesetzt werden konnten.

5.2 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 35 Tumor- und die dazugehdérigen nichtmalignen Referenzproben
von 18 Patientinnen und 17 Patienten untersucht. 11 (5 mannlich, 6 weiblich) Patienten
waren an einem HCC erkrankt und jeweils 12 (6 mannlich, 6 weiblich) an einem
intrahepatischen CCC bzw. einem mCRC. Die Altersverteilung in den drei
Tumorgruppen war ausgeglichen (siehe Abb. 5.4). Die in die Analysen einbezogenen
klinisch-pathologischen Parameter waren die Diagnose, der Fibrosegrad, die
Ausdehnung des Tumors (Tumorgrof3e), der Differenzierungsgrad, der Grad der
Steatosis hepatis sowie die Entwicklung eines Rezidives drei Jahre postoperativ

(Verteilung der Parameter siehe Tab. 5.1).
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Abb. 5.4: Darstellung des Patientenalters zum OP-Zeitpunkt in den Tumorgeweben HCC, CCC
und mMCRC mit Kennzeichnung der Medianwerte (—) (HCC (n = 11): 66 Jahre; CCC (n = 12):

63,5 Jahre; mCRC (n = 12): 63 Jahre); jeder Kreis reprasentiert eine(n) Patienten(in)

Tabelle 5.1: Verteilung der Parameter Fibrosegrad, TumorgrtR3e, Differenzierungsgrad, Steatosis

und Rezidiventwicklung in den drei Tumorgruppen HCC, CCC und mCRC

HCC cccC MmCRC gesamt

(n=11) (n=12) (n=12) (n=35)
0 2 8 * 10
Fibrosegrad 1 2 3 * 5
2 7 1 * 8
T1 6 0 * 6
TumorgroéfRe 1 ! ! ' °
T3 4 4 * 8
T4 0 1 * 1
G1 0 0 1 1
Differenzierungsgrad G2 7 8 8 23
G3 4 4 3 11
0 (0%) 6 9 7 22
Steatosis hepatis | (< 20%) 0 2 1 3
Il (> 20%) 5 1 0 6
Rezidiventwicklung nein ! ® 12 2!
ja 4 3 0 7

*es lag keine entsprechende histologische Beurteilung vor
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5.3 Expression von NEMO auf mRNA - und Protein- Ebene
Die in dieser Dissertation verwendeten Analysen wurden mit den folgenden Daten
durchgefuhrt:

- mRNA-Expression: Die mRNA-Expression wurde mit der Delta-Delta-C+-
Methode berechnet und ist in relativen Werten angegeben. Die Expression im
nichtmalignen Referenzgewebe entspricht 100%. Ist beispielsweise im
Tumorgewebe die Expression im Vergleich zum Referenzgewebe niedriger, ist
der Wert < 100%.

- Protein-Expression: Es werden absolute Werte angegeben. Die Proben wurden
dazu alle auf eine einheitliche Kontrollprobe normiert, die auf jedem Western Blot
vorhanden war. Es handelte sich um eine unbehandelte Probe aus
nichtmalignem Gewebe Zudem wurde die relative Protein-Expression in den

Analysen eingesetzt. Die Berechnung wurde wie folgt durchgefuhrt:

Tumorgewebe 100%
Referenzgewebe '

5.4 NEMO als Marker zur Unterscheidung von Diagnosen

Zunachst wurden die Expressionen von NEMO-mRNA und NEMO-Protein in den drei
verschiedenen Tumorarten evaluiert. Ziel war es herauszufinden, ob sich spezifische
Expressionslevel fur die jeweiligen Tumoren nachweisen lassen und auf diese Weise
NEMO potentiell in der Diagnosesicherung einsetzbar ist. Die statistische Analyse
erfolgte mittels Kruskal-Wallis-H-Test (KW-Test) bzw. Mann-Whitney-U-Test (MW-Test).
5.4.1 NEMO-mRNA-Expression im HCC, CCC und mCRC
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Abb. 5.5: Vergleich der relativen mRNA-Expression (nichtmalignes Referenzgewebe = 100%) in
den Tumorgeweben HCC, CCC und mCRC mit Kennzeichnung der Medianwerte (—) (HCC (n
= 11): 68%; CCC (n = 12): 79,5%; mCRC (n = 12): 81,5%); p-Wert = 0,547; jeder Kreis

reprasentiert eine(n) Patienten(in)
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Analysierte man die relative mRNA-Expression, so zeigte sich im Median eine
Verminderung in allen drei Tumorarten (siehe Abb. 5.5). Die Unterschiede waren nicht
ausgepragt genug, um eine Signifikanz aufzuweisen (p-Wert = 0,547).

5.4.2 NEMO-Protein- Expression im HCC, CCC und mCR C
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Abb. 5.6: Vergleich der relativen Protein-Expression (nichtmalignes Referenzgewebe = 100%)
in den Tumorgeweben HCC, CCC und mCRC mit Kennzeichnung der Medianwerte (—) (HCC
(n = 11): 120%; CCC (n = 12): 111,5%; mCRC (n = 12): 151,5%); p-Wert = 0,195; jeder Kreis

reprasentiert eine(n) Patienten(in)

Die NEMO-Protein-Expression war in allen drei Tumorgeweben im Median leicht erhdht
(siehe Abb. 5.6). Die Unterschiede zwischen den Tumorgruppen waren gering und
wiesen keine Signifikanz auf (p-Wert = 0,195).

Die Analyse der absoluten Proteinmengen in den nichtmalignen Referenzgeweben
zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (KW-Test: p = 0,013). Die
hohe Signifikanz war insbesondere auf den Unterschied der NEMO-Proteinlevel
zwischen dem nichtmalignen Gewebe aus der HCC-Leber und dem nichtmalignen
Gewebe aus der CCC-Leber zurtickzufiihren. Das Gewebe aus der HCC-Leber wies
deutlich mehr NEMO-Protein auf (MW-Test: p = 0,013; siehe Abb. 5.7).

Dies stellte sich ebenfalls im Tumorgewebe dar, sowohl zwischen den drei
Tumorgruppen (KW-Test: p = 0,005) als auch im direkten Vergleich zwischen HCC- und
CCC-Gewebe (MW-Test: p = 0,003, siehe Abb. 5.7).
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Abb. 5.7: Absolute NEMO-Protein-Expression a) im Referenzgewebe in den drei Tumor-
gruppen: Das Gewebe weist abhangig von der Tumorart unterschiedliche NEMO-Protein-Level
auf (KW-Test: p = 0,013); im MW-Test HCC vs. CCC: p = 0,013; Medianvergleich: 0,42 vs.
0,13; (n = 35) b) im Tumorgewebe in den drei verschiedenen Tumorgruppen: Das Proteinlevel
des HCC ist signifikant hoher als das Proteinlevel des CCC (p = 0,003, Medianvergleich: 0,35
vs. 0,14); KW-Test fur alle Gruppen: p = 0,005; (n = 35)

Inwieweit die absolute NEMO-Protein-Expression als ein madglicher Marker zur
Unterscheidung der Tumorart eingesetzt werden kann, wurde mittels ROC-Analyse
untersucht. Diese diente der Ermittlung jener Grenzwerte (Cut-Off-Werte), die ein
optimales Gleichgewicht zwischen Sensitivitat und Spezifitat herstellen. Ziel war es eine
bestmdgliche Unterscheidung der Tumoren zu erreichen. Analysierte man die
Aussagekraft des Testes beziglich der Diagnose ,HCC*, so berechnete sich eine
Flache unter der Kurve (AUC) von 0,788 im Referenz- und von 0,744 im Tumorgewebe
(siehe Abb. 5.8). Dies deutete auf eine mittlere bis akzeptable Gesamtgenauigkeit (Wert
< 0,8) hin. Die Sensitivitdt und Spezifitat fir die Eignung als Marker befanden sich in
beiden Gewebetypen im mittleren Bereich (siehe Tab. 5.2). Insgesamt wurden nur 50-
53% der HCC (positiver pradiktiver Wert - PPV) bei einem Cut-Off-Wert > 0,255 und 85-
88% der anderen Tumoren bei einem Cut-Off-Wert < 0,255 richtig detektiert (negativer
pradiktiver Wert - NPV). Analysierte man diesen Test fur die Diagnosesicherung ,CCC*
so lie3en sich zunachst AUC-Werte mit Flachen von 0,746 (im Referenzgewebe) und
0,824 (im Tumorgewebe) ermitteln (siehe Abb. 5.8). Die Sensitivitdt und Spezifitat lagen
wie beim HCC ebenfalls im mittleren Bereich (siehe Tab. 5.2). Es konnten 50-56% der
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CCC mit dem Test (Cut-Off-Wert < 0,195) richtig diagnostiziert werden, 82-84% der
anderen Tumoren wurden mit einem Cut-Off-Wert > 0,195 richtig zugeordnet.

a) b)
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Abb. 5.8: ROC-Kurve zur Analyse der Tumorart a) HCC vs. andere Tumoren (absolute NEMO-
Protein-Expression im Referenz- (AUC = 0,788, Kl (Konfidenzintervall): 0,611-0,965; p-Wert =
0,022) und Tumorgewebe (AUC = 0,744, KI: 0,582-0,906; p-Wert = 0,007); (n = 35) b) CCC vs.
andere Tumoren (absolute NEMO-Protein-Expression im Referenz- (AUC = 0,746, KIl
(Konfidenzintervall): 0,563-0,929; p-Wert = 0,018) und Tumorgewebe (AUC = 0,824, KI: 0,678-
0,971; p-Wert = 0,002); (n = 35); diagonale Segmente ergaben sich aus Bindungen

Tabelle 5.2: Sensitivitat, Spezifitdt und Cut-Off-Werte der NEMO-Protein-Expression bei der

Unterscheidung der Tumorarten im nichtmalignen Referenzgewebe und im Tumorgewebe

Nichtmalignes Referenzgewebe

HCC (n =11) Wert Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 0,255

Sensitivitat 82% 48 98
Spezifitat 63% 41 81
CCC (n=12) Wert Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 0,195

Sensitivitat 75% 43 95
Spezifitat 70% 47 87
Tumorgewebe

HCC (n=11) Wert Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 0,205
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Sensitivitat 73% 39 94
Spezifitat 71% 49 87
CCC (n=12) Wert Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 0,235

Sensitivitat 75% 43 95
Spezifitat 61% 39 80

Insgesamt konnte NEMO — weder auf mRNA- noch auf Proteinebene — die Diagnosen
hochsensitiv und hochspezifisch zuordnen. Das Level an NEMO-Protein war im HCC
signifikant hoher als im CCC. Im Vergleich zu den beiden anderen Tumorarten ist die
Entstehung des HCC haufig mit einer Leberfibrose bzw. -zirrhose vergesellschaftet, die
als Basis der Tumorentstehung dienen kann. Dieser chronische Inflammations- und
Umbauprozess geht mit einer Aktivierung der NF-kB-Signalkaskade einher. Um
herauszufinden, ob die Erhéhung der NEMO-Proteinmenge mit diesen Prozessen in
einem Zusammenhang steht, wurde die Korrelation zwischen der Proteinmenge und
dem Vorhandensein einer Leberfibrose (Grad 0 — keine Fibrose vs. Grad | / Il —
mafiggradige Fibrose) untersucht. Da fur das mCRC keine Angaben vorlagen, wurden
in diese Analyse nur die Gruppen HCC und CCC einbezogen (N = 23). Es zeigte sich
ein schwach positiver Zusammenhang (siehe Tab. 5.3).

Tabelle 5.3: Korrelation zw. der NEMO-Proteinmenge und dem Vorhandensein einer Fibrose

Fibrose ja/ nein (n=23)

Nichtmalignes Gewebe Korrelationskoeffizient 0,717*
Signifikanz (2-seitig) 0,034
Fibrose ja / nein (n = 23)
Tumorgewebe Korrelationskoeffizient 0,424*
Signifikanz (2-seitig) 0,044

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

Wenn eine Fibrose vorlag, war die Proteinmenge von NEMO im Mittelwert héher als in
nicht fibrotischem Gewebe (siehe Abb. 5.9).
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Abb. 5.9: Absolute Proteinmenge in nicht fibrotischer (Grad 0) und fibrotischer (Grad I / II)
Leber: a) Referenzgewebe: Grad 0 = 0,173 + 0,15 (Mittelwert + Standardabweichung); Grad | /
Il =0,412 £ 0,31; b) Tumorgewebe: Grad 0 = 0,262 + 0,32; Grad | / Il = 0,387 + 0,311; jeder

Kreis reprasentiert eine(n) Patienten(in); (n = 23)

Ob sich das Protein NEMO als Marker fur das HCC eignet oder nur den chronischen,
entzindlichen Umbauprozess widerspiegelt, bleibt diskussionswirdig. In der Gruppe
der Patienten mit einem CCC wiesen nur vier (von zwdlf Patienten) eine Fibrose auf,
wahrend in der Gruppe der HCC-Patienten neun (von elf Patienten) einen fibrotischen
Prozess zeigten. Um eine Aussage treffen und ggf. weiterfihrende statistische
Analysen durchfiihren zu kénnen, missten die beiden untersuchten Gruppen homogen
sein.

Neben dem Einsatz als diagnostischer Tumormarker sind weitere klinische Einsatz-
maoglichkeiten fur NEMO vorstellbar, die im weiteren Verlauf dieser Dissertation

untersucht werden.

5.5 NEMO als Marker zur Analyse der Tumorausdehnung

Die Analyse der Ausdehnung des Primartumors erfolgte, um eine Aussage treffen zu
kénnen, ob NEMO in den verschiedenen Tumorstadien unterschiedlich exprimiert ist. Ist
eine Veranderung im Verlaufe des Tumorwachstums erkennbar, so ist es méglich, dass
NEMO im Wachstumsprozess des Tumors eine Rolle spielt. Diese Erkenntnis konnte
eine maogliche Rolle in der diagnostischen Friherkennung von Tumoren spielen.
Untersucht wurden nur die Gruppen HCC und CCC, da fiur die Gruppe mCRC keine

histologische Beurteilung vorlag.
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5.5.1 NEMO-mRNA-Expression in den Tumor stadien T1 - T4

In den Tumorstadien T1 und T2 zeigte sich eine Verminderung der mRNA im Median. In
dem fortgeschrittenen Stadium T3 fanden sich im Median erhdhte NEMO-mRNA-
Expressionswerte (siehe Abb. 5.10).
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Abb. 5.10: Vergleich der relativen mRNA-Expression (nichtmalignes Referenzgewebe = 100%)
in den Tumorstadien T1, T2, T3 und T4 mit Kennzeichnung der Medianwerte ( —) (T1: 47,5%;
T2: 83,5%; T3: 203,5%; T4: 49%); p-Wert = 0,313 (T4 wurde in der Analyse ausgeschlossen);

jeder Kreis reprasentiert eine(n) Patienten(in); (n = 23)

FUr das T4-Stadium, das ebenfalls eine Verminderung aufwies, lag nur eine Probe vor,
so dass der Wert nicht in die Berechnung einbezogen wurde. Die Ermittlung der
Signifikanz mittels KW-Test zeigte, dass es keinen Unterschied der mRNA-Expression
zwischen den Tumorstadien T1, T2 und T3 gab. Der p-Wert lag bei 0,313, so dass eine
Interpretation als Tendenz zweifelhaft war. Dies bestétigte sich auch in den einzelnen
Tumorgruppen (HCC: p-Wert: 0,319; CCC: p-Wert: 0,850).

5.5.2 NEMO-Protein- Expression in den Tumorstadien T1 — T4

Fur die Ausdehnung des Primartumors lief3 sich kein signifikanter Unterschied in der
relativen NEMO-Protein-Expression nachweisen (insgesamt: p = 0,844, HCC: p =
0,637, CCC: p = 0,571). In allen 4 Tumorstadien lag der Median zwischen 111% und
117%. Dies bedeutet, dass sich im Tumorgewebe im Vergleich zum Referenzgewebe
nur eine leichte Erhéhung der relativen NEMO-Protein-Expression zeigt und diese sich
in den verschiedenen Tumorgrof3en nicht veranderte. Dies zeigte sich ebenfalls in der
relativen NF-kB-Expression bei einem Median zwischen 150% — 154%. Analysierte man
die absoluten Werte des Tumorgewebes, so zeigte sich zunéchst im Kruskal-Test ein p-

Wert von 0,016. Der gezielte Vergleich zwischen den Gruppen T1 bis T3 mittels Mann-
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Whitney-Test wies fur das T3-Stadium einen signifikant hbheren NEMO-Protein-Level
im Vergleich zum T2-Tumor auf (nach Bonferroni-Korrektur: p = 0,036). Der Vergleich
des T1- mit dem T2-Stadium wies nach Bonferroni-Korrektur einen p-Wert von 0,06 auf

und war folglich nicht signifikant.

1,21

1,01
0,81 —p = 0,036

0,61

0:2: 3 j -

T1 T2 T3 T4

NEMO Protein [optische Dichte]

0,0

Abb. 5.11: Vergleich der absoluten Protein-Expression im Tumorgewebe in den Tumorstadien
T1, T2, T3 und T4 (Mediane: T1: 0,265; T2: 0,085; T3: 0,305; T4: 0,31); p-Wert = 0,016; MW-
Test T2 vs. T3: p-Wert = 0,036; (n = 23)

Auffallend war (siehe Abb. 5.11), dass der Median des T1-Stadiums mit einem Wert von
0,265 und der Median des T3-Stadiums mit einem Wert von 0,305 beide uUber dem
Median des dazwischenliegenden T2-Stadiums (Median: 0,085) lagen. Um genauer zu
differenzieren, wie sich diese Werte ergaben, wurden die Tumorgruppen einzeln
analysiert (siehe Abb. 5.12). Es zeigte sich, dass nur in der Gruppe HCC dieses
Ereignis fur die Proteine NEMO und NF-kB auftrat. Grund daftr war, dass nur ein T2-
Tumor untersucht wurde, dessen Wert (1,12; 1,47) im Vergleich extrem hoch war. Ein
Vergleich zwischen den Stadien T2 und T3 war in dieser Gruppe folglich nicht méglich.
In der Gruppe CCC zeigte sich insgesamt eine Zunahme von NEMO- und NF-kB-
Protein vom Stadium T2 bis T4 (fur T1 lag keine Probe vor). Ein signifikanter
Unterschied lie3 sich zwischen den Stadien T2 und T3 in der NEMO-Expression
nachweisen (p = 0,036 nach Bonferroni-Korrektur). Um zu Uberprifen, ob sich das
Protein eignet, das Tumorstadium genauer zu differenzieren, ware die ROC-Analyse
anwendbar. Jedoch sind nicht fur alle Stadien ausreichend Daten vorhanden (T1: keine
Werte, T2: 7, T3: 4, T4: 1). Die ROC-Analyse insgesamt durchzufuhren, d.h. ohne
Trennung der Gruppen, ware nicht sinnvoll, da die entstandene Signifikanz auf die

Ergebnisse der Gruppe CCC zurlckzufiuhren ist.
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Abb. 5.12: Vergleich der absoluten NEMO- und NF-kB-Protein-Expression im Tumorgewebe in
den Tumorstadien T1, T2, T3 und T4 a) im HCC: NEMO: Mediane: T1: 0,265; T2: 1,12; T3:
0,425; T4: /; NF-kB: Mediane: T1: 0,43; T2: 1,47; T3: 0,435; T4: /; (n = 11) b) im CCC: NEMO:
Mediane: T1: /; T2: 0,08; T3: 0,25; T4: 0,31); Vergleich T2 vs. T3: p-Wert = 0,036 (nach
Bonferroni-Korrektur); NF-kB: Mediane: T1: /; T2: 0,1; T3: 0,73; T4: 1,16; p-Wert T2 vs. T3:
0,788; (n=12)

Insgesamt zeigte sich, dass sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene mit

steigender TumorgrofRe bzw. Ausdehnung héhere Expressionswerte gemessen wurden.

5.6 NEMO als Marker zur Analyse des Differenzierung sgrades

Mittels Kruskal-Wallis-H-Test wurden die verschiedenen Differenzierungsgrade (G1 —
G3) verglichen. Hochdifferenzierte Tumoren (G1) sind dem Ursprungsgewebe sehr
ahnlich und weisen meist einen geringen Malignitatsgrad auf. Undifferenzierte Tumoren
(G3) hingegen weichen stark vom Ursprungsgewebe ab und sind hochmaligne.

5.6.1 NEMO-mRNA-Expression in den Differenzierungsg raden G1 — G3

Die Analyse zeigte, dass schlecht differenzierte Karzinome signifikant weniger NEMO-
MRNA als gut oder mittelgradig differenzierte Karzinome exprimierten (siehe Abb. 5.13).
G3-Tumore wiesen insgesamt eine starke Verminderung der relativen NEMO-mRNA-
Expression auf (auf 19% im Vergleich zum Referenzgewebe), wahrend G1- sowie G2-
Tumoren eine leichte Hochregulation der mRNA-Expression (auf 116% bzw. 110%)

zeigten. FUr den Grad G1 lag nur eine Probe in der Gruppe mCRC vor.
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Abb. 5.13: Relative NEMO-mRNA-Expression in den drei Tumorgraden G1 — G3 (nichtmalignes
Referenzgewebe = 100%): G3-Tumoren wiesen eine starke Verminderung der mRNA-
Expression (Median: 19%) im Vergleich zu G1- oder G2-Tumoren auf (G1: 116%; G2: Median:
110%), p-Wert = 0,0004; (n = 35) (* = Extremwerte; °= Ausreil3er).

Um zu ermitteln, in welcher Tumorgruppe sich ebenfalls dieses Ergebnis nachweisen
lasst, wurden diese einzeln analysiert. In den Gruppen HCC und CCC fand sich der
signifikante Expressionsunterschied ebenfalls (siehe Abb. 5.14): eine erhohte
Expression im G2- und eine starke Verminderung der mRNA-Expression im G3-Tumor.
In der Gruppe mCRC zeigte sich im G2- und G3-Tumor eine Verminderung der mRNA
auf 81,5% bzw. 19%. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p-Wert = 0,416)
(nicht abgebildet).
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Abb. 5.14: Relative NEMO-mRNA-Expression (nichtmalignes Referenzgewebe = 100%) in den
Tumorgraden G2 und G3 der Tumorgruppen HCC (G2: 135%; G3: 11%; p-Wert = 0,006) und
CCC (G2: 207,5%; G3: 30,5%; p-Wert = 0,008); (HCC: n = 11), (CCC: n = 12)
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Um das Ergebnis genauer zu analysieren, wurde die ROC-Analyse durchgefuhrt. Es
berechnete sich eine AUC von 0,924 (KI: 0,818-1, p-Wert: 0,012) (nicht abgebildet).
Dies deutete auf eine hohe Gesamtgenauigkeit dieses Testes hin.

Verschiedene Cut-Off-Werte wurden bezuglich ihrer Sensitivitdt und Spezifitat evaluiert.
Der optimale Cut-Off-Wert lag bei 40,5%, d.h. einer relativen mRNA-Erniedrigung im
Tumorgewebe, mit einer hohen Sensitivitdt und Spezifitat (siehe Tab. 5.4). Die hohen
Konfidenzintervalle lieRen sich durch die niedrige Anzahl an Proben erklaren. Es
wurden insgesamt 75% der G3-Tumoren identifiziert, die eine Erniedrigung der mRNA-
Expression unterhalb des Cut-Off-Wertes aufwiesen (PPV) (KI von 43% - 95%). 91%
der Proben, deren mRNA-Expression tber dem Cut-Off-Wert lag, wurden richtig als G2-
Tumoren erkannt (NPV) (KI: 71% — 99%).

Tab. 5.4: Sensitivitat und Spezifitatt der NEMO-mRNA-Expression bei der Unterscheidung des
Differenzierungsgrades bei einem Cut-Off-Wert von 40,5% (n = 35)

Wert [in %] Konfidenzintervall [in %]
Sensitivitat 81,8 52,3 94,8
Spezifitat 86,9 67,8 95,4

Analysierte man gezielt die unterschiedlichen Tumorgruppen, berechnete sich in der
Gruppe HCC die gro3tmdgliche AUC mit einem Wert von 1 (asympt. Signifikanz: 0,008)
(siehe Abb. 5.15). Bei einem Cut-Off-Wert von 42% wurden alle Tumorgrade anhand
des mRNA-Levels richtig erkannt (PPV von 100%). Die Werte der NEMO-mRNA-
Expression waren zu 100% sensitiv und spezifisch (siehe Tab. 5.5).
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Abb. 5.15: ROC-Kurve zur Analyse des Differenzierungsgrades (relative NEMO-mRNA-
Expression im HCC (AUC = 1; p-Wert = 0,008), CCC (AUC = 0,969, KI: 0,876-1; p-Wert=0,011)
und mCRC (0,708, KI: 0,231-1; p-Wert = 0,307)); (HCC: n = 11), (CCC: n =12), (ImCRC: n = 12)
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Die Analyse in der Gruppe CCC ergab eine AUC von 0,969 (asymp. Signifikanz: 0,011)
(siehe Abb. 5.15). Der ermittelte Cut-Off-Wert in der Gruppe CCC lag bei einer
verminderten relativen mRNA-Expression von 40,5% im Tumorgewebe. 75% (KI: 19% —
99%) der G3-Tumoren wiesen eine mMRNA-Expression unterhalb dieses Wertes auf und
wurden richtig detektiert. Im Vergleich dazu wurden 87% (KI: 47% — 100%) der G2-
Tumoren richtig diagnostiziert. Die Sensitivitdt (75%) und Spezifitdt (87,5%) waren
insgesamt geringer als beim HCC (siehe Tab. 5.5). Die ROC-Kurve in der Gruppe
MCRC war nicht signifikant (AUC = 0,708; asympt. Signifikanz: 0,307) (siehe Abb.

5.15). Es liel3en sich keine Unterschiede zwischen G2- und G3-Tumoren nachweisen.

Tabelle 5.5: Sensitivitat, Spezifitdt und Cut-Off-Werte der NEMO-mRNA-Expression bei der
Unterscheidung des Differenzierungsgrades in den Gruppen HCC und CCC

HCC (n=11) Wert [in %)] Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 42

Sensitivitat 100 51,0 100
Spezifitat 100 64,6 100
CCC (n=12) Wert [in %)] Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 40,5

Sensitivitat 75 30,1 95,4
Spezifitat 87,5 52,9 97,7

Insgesamt  zeigte sich, dass anhand der NEMO-mRNA-Expression der
Differenzierungsgrad eines Tumors, insbesondere der des HCC, ermittelt werden
konnte. War ein Tumor schlecht differenziert, so war die NEMO-mRNA-Expression
stark vermindert (ca. 41% im Vergleich zum nichtmalignen Referenzgewebe). Im
Gegensatz dazu war im mittelgradig differenzierten Tumor die mMRNA-Expression im
Median hochreguliert.

5.6.2 NEMO-Protein-Expression in den Differenzierun  gsgraden G1 — G3

Zunachst wurde die relative NEMO-Protein-Expression untersucht. Im Vergleich der
Tumorgrade G1, G2 und G3 zeigte sich unabhangig der Tumorgruppe ein signifikanter
Unterschied (p = 0,001). Die relative Protein-Expression war im G3-Tumor auf 85%
vermindert, wahrend G1- und G2-Tumoren im Vergleich zum Referenzgewebe eine
erhdhte Expression aufwiesen (108% bzw. 167%) (siehe Abb. 4.16). Mit einem Median
von 141% war die relative NF-kB-Expression im G3-Tumor ebenfalls vermindert im
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Vergleich zum G2-Tumor (159%). Dieser Unterschied war nicht signifikant (siehe Abb.
5.16).
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Abb. 5.16: Relative NEMO-und NF-kB-Protein-Expression (Referenzgewebe = 100%) in den
drei Tumorgraden G1 — G3: G3-Tumoren wiesen eine Verminderung der Protein-Expression im
Vergleich zu G1- oder G2-Tumoren auf; NEMO: p-Wert = 0,001, NF-kB: p-Wert = 0,167; (n =
35)

Analysierte man die Tumorgruppen einzeln, so zeigte sich in der Gruppe HCC der
Unterschied in der NEMO-Expression ebenso (siehe Abb. 5.17).
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Abb. 5.17: Relative NEMO- und NF-kB-Protein-Expression in den Tumorgraden G2 und G3 in
der Gruppe HCC: G3-Tumoren wiesen eine signifikante Verminderung der NEMO-Protein-
Expression im Vergleich zu G2-Tumoren auf; NEMO: p-Wert = 0,008, NF-kB: p-Wert = 0,131;
(n=11)

Die Tumorgruppe CCC zeigte eine &hnliche Tendenz bei einem p-Wert von 0,062
(Median: G2: 147% (37% - 382%) vs. G3: 63% (22% - 112%)) (nicht abgebildet).
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Verglich man den Differenzierungsgrad in der Gruppe mCRC, so war kein signifikanter
Unterschied nachweisbar (p = 0,112; G2: 217% (113% — 410%) vs. G3: 129% (59% —
1,46%)). Welche Aussagekraft die relative NEMO-Protein-Expression in Bezug zum
Tumorgrad hat, wurde in der ROC-Analyse untersucht. Es berechnetet sich eine Flache
von 0,875 (asympt. Signifikanz: 0,0004) (siehe Abb. 5.18).
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Abb. 5.18: ROC-Kurve zur Analyse des Differenzierungsgrades (relative NEMO-Protein-
Expression) a) unabhangig von der Tumorart (AUC = 0,875, Kl: 0,757-0,993; p-Wert = 0,0004);
(n = 35) b) in der Gruppe HCC (relative NEMO-Protein-Expression (AUC = 1, KI: 1-1; p-Wert =
0,008)); (n =11)

Bei einem Cut-Off-Wert von 113,5% lag die Sensitivitat bei 72,7% und die Spezifitat bei
78% (siehe Tab. 5.6). Insgesamt wurden 62% (KI: 32% - 86%) der G3-Tumoren erkannt
und 86% (KI: 64% - 97%) der G2-Tumoren.

Tabelle 5.6: Sensitivitat, Spezifitat und Cut-Off-Werte der relativen NEMO-Protein-Expression

bei der Unterscheidung des Differenzierungsgrades (n = 35)

Wert [in %] Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 113,5
Sensitivitat 72,7 39 94
Spezifitat 78 56 93

Ein eindeutiges Ergebnis in der ROC-Analyse zeigte sich in der Gruppe HCC mit einer
AUC von 1 (asympt. Signifikanz = 0,008) (siehe Abb. 5.18). Alle Differenzierungsgrade

wurden anhand des NEMO-Protein-Levels erkannt. Der Test war zu 100% sensitiv und
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spezifisch. Fur die Gruppen CCC und mCRC berechnete sich keine signifikante ROC-
Kurve (siehe Tab. 5.7).

Tabelle 5.7: AUC der ROC-Kurve bei der Unterscheidung des Differenzierungsgrades anhand
der relativen NEMO-Protein-Expression in den Gruppen CCC und mCRC

Gruppe AUC Signifikanz (asymptotisch)
CCC (n=12) 0,762 0,210
MCRC (n = 12) 0,905 0,053

Die absoluten NEMO-Proteinwerte im Referenz- bzw. Tumorgewebe wiesen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Differenzierungsgraden auf
(siehe Tab. 5.8 und Tab. 5.9).

Tabelle 5.8: Absolute NEMO-Protein-Expression in den verschiedenen Differenzierungsgraden

G1-G3in den Gruppen HCC, CCC und mCRC im nichtmalignen Referenzgewebe

Gl G2 G3 p-Wert
Median Median Median
N - N - N -
Gruppe (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
HCC
0 - 7 050(0,21-1,24)| 4 0,305(0,23-0,49)| 0,345
(n=11)
CCC
0 - 8 0,15(0,04-0,40)| 4 0,13(0,06-0,26) | 0,671
(n=12)
MmCRC
1 0,38 8 0,27(0,15-162)| 3 0,18(0,15-0,46) | 0,523
(n=12)
gesamt 1 0,38 23 0,25(0,04-162)| 11 0,23(0,06-0,49) | 0,438

Im nichtmalignen Referenzgewebe zeigten sich ausgeglichene Level an NEMO-Protein
(siehe Tab. 5.8). G3-Tumoren wiesen im Tumorgewebe ein niedrigeres Level an
NEMO-Protein auf als G2-Tumoren (siehe Tab. 5.9). Jedoch lie3 sich dies nicht
statistisch nachweisen.

Insgesamt zeigte sich auch auf der Proteinebene eine Verminderung der relativen
NEMO-Expression im schlecht differenzierten Tumor und eine erhdhte Expression im
mittelgradig differenzierten Tumor. Dieser Unterschied konnte insbesondere im HCC

nachgewiesen werden.
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Tabelle 5.9: Absolute NEMO-Protein-Expression in den verschiedenen Differenzierungsgraden
G1-G3in den Gruppen HCC, CCC und mCRC im Tumorgewebe

Gl G2 G3 p-Wert
Median Median Median
N . N . N .
Gruppe (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
HCC
0 - 7 0,42(0,08-0,74)| 4 0,455(0,31-0,55)| 0,636
(n=11)
CCC
0 - 8 0,105(0,02-0,28)) 4 0,145(0,1-1,18) | 0,396
(n=12)
mCRC
1 0,35 8 0,155(0,08-0,40) 3 0,31(0,12-0,32) | 0,335
(n=12)
gesamt 1 0,35 23 0,19(0,02-0,74)| 11 0,31(0,1-1,18) 0,216

5.7 NEMO als Marker zur Entwicklung eines Rezidives

Sieben Patienten entwickelten in den Folgejahren nach der OP ein Rezidiv (4 HCC-
Patienten (36%); 3 CCC-Patienten (25%)). Die Patienten der Tumorgruppe mCRC
zeigten im Beobachtungszeitraum keine Rezidiventwicklung.

5.7.1 NEMO-mRNA-Expression bei Rezidivfreiheit und  Rezidiventwicklung
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Abb. 5.19: Relative NEMO-mRNA-Expression bei Rezidivfreiheit und Rezidiventwicklung in den
Tumorgruppen HCC (kein Rezidiv: 135%, Rezidiv: 11%; p-Wert = 0,006) und CCC (kein
Rezidiv: 133,5%, Rezidiv: 23%; p-Wert = 0,041); (HCC: n = 11); (CCC: n=11)

Unabhangig von der Tumorentitat lie3 sich im Mann-Whitney-Test eine signifikante

Verminderung der NEMO-mRNA bei den Patienten, die in der Folge ein Rezidiv
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5. Ergebnisse

entwickelten, nachweisen (p = 0,0005) (nicht abgebildet). Dies konnte auch in den
Tumorgruppen HCC (p = 0,006) und CCC (p = 0,041) festgestellt werden (siehe Abb.
5.19).

Um die Aussagekraft von NEMO hinsichtlich einer Rezidiventwicklung zu testen, wurde
die ROC-Analyse durchgefuhrt. Insgesamt — ohne Trennung der Tumorgruppen — wies
die AUC eine Flache von 0,981 auf (p-Wert = 0,0004) (nicht abgebildet). Der Test war
zu 85,7% sensitiv und zu 93,3% spezifisch. Bei einem Cut-Off-Wert von 39% wurden
85,7% der Tumore, die rezidivierten, richtig detektiert sowie 93,2% derer, die rezidivfrei
blieben (siehe Tab. 5.10).

Tabelle 5.10: Sensitivitat, Spezifitdt und Cut-Off-Wert der relativen NEMO-Protein-Expression

bei der Analyse Rezidiv vs. kein Rezidiv (n = 22)

Wert [in %] Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 39
Sensitivitat 85,7 49 97
Spezifitat 93,2 70 98

Analysierte man dieses Ergebnis genauer in den einzelnen Tumorgruppen, so zeigte
die Analyse die hohe Aussagekraft der relativen NEMO-mRNA-Expression beim HCC.
Die AUC wies hier den héchstméglichen Wert von 1 auf, beim CCC lag diese bei 0,917
(siehe Abb. 5.20).
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Abb. 5.20: ROC-Kurve zur Analyse Rezidiv vs. kein Rezidiv (relative NEMO-mRNA-Expression
in den Gruppen HCC (AUC = 1; p-Wert = 0,008) und CCC (AUC = 0,917; p-Wert = 0,041); (n =
22)
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Fur die Tumorgruppe HCC errechnete sich die hdchste Sensitivitdt und Spezifitat (siehe
Tab. 5.11). Bei einem Cut-Off-Wert von einer relativen mRNA-Erniedrigung auf 42%
wurden alle Proben richtig zugeordnet (PPV, NPV = 100%). In der Gruppe CCC war die
Sensitivitat und Spezifitdt im mittleren Bereich (66,7% bzw. 78%) (siehe Tab. 5.11). Es
wurden zudem nur 50% (KI: 7-93%) der rezidivierenden Tumoren anhand des Cut-Off-
Wertes entdeckt sowie 87% (K1:47-100%) der rezidivfreien Tumoren.

Tabelle 5.11: Sensitivitat, Spezifitat und Cut-Off-Werte der relativen NEMO-mRNA-Expression
bei der Analyse Rezidiv vs. kein Rezidiv in den Tumorgruppen HCC und CCC

HCC (n=11) Wert [in %] Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 42

Sensitivitat 100 51 100
Spezifitat 100 64,6 100
CCC (n=11) Wert [in %] Konfidenzintervall [in %]
Cut-Off-Wert 40,5

Sensitivitat 66,7 22,77 93,85
Spezifitat 78 45,26 93,68

5.7.2 NEMO-Protein-Expression bei Rezidivfreiheitu  nd Rezidiventwicklung
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Abb. 5.21: Relative NEMO-Protein-Expression (nichtmalignes Referenzgewebe = 100%) bei
Rezidivfreiheit und Rezidiventwicklung in der Tumorgruppe HCC (kein Rezidiv: 167%, Rezidiv:
87,5%; p-Wert = 0,006); (n = 11)

Mittels Mann-Whitney-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen ,Kein Rezidiv‘ und ,Rezidiv‘ unabhangig der Tumorentitdt beim relativen
NEMO-Protein-Level (Median: 144% (37% — 279%) vs. 79% (22% — 94%)) (p = 0,001).
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So war die relative Anderung im Tumorgewebe in der Gruppe, die kein Rezidiv in den
Folgejahren entwickelten, hdoher als bei den Patienten, die eines entwickelten. Dieser
signifikante Unterschied lie3 sich auch in der Gruppe HCC nachweisen (p = 0,006)
(siehe Abb. 5.21).

In der Gruppe CCC zeigte sich die Tendenz ebenfalls (p = 0,048; Median: 129% (37% —
279%) vs. 47% (22% — 79%). Fur die Gruppe HCC berechnete sich eine AUC in der
ROC-Analyse von 1 mit einer Spezifitat von 100% und einer Sensitivitdt von 100%
(siehe Abb. 5.22). Bei einem Cut-Off-Wert von 103% wurden alle rezidivierenden und

nichtrezidivieren Tumoren anhand des relativen Proteinlevels erkannt.
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Abb. 5.22: ROC-Kurve zur Analyse Rezidiv vs. kein Rezidiv (relative NEMO-Protein-Expression
in den Gruppen HCC (AUC = 1; KI: 1-1; p-Wert = 0,008) (n = 11)
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Abb. 5.23: Vergleich der absoluten Protein-Expression bei Rezidivfreiheit und
Rezidiventwicklung mit Kennzeichnung der Medianwerte ( — ) in den Gruppen HCC (kein
Rezidiv: 0,5, Rezidiv: 0,305; p-Wert = 0,412) und CCC (kein Rezidiv: 0,14, Rezidiv: 0,08; p-Wert
= 0,630); jeder Kreis reprasentiert eine(n) Patienten(in); (HCC: n = 11); (HCC: n = 11)
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Die Analyse der absoluten Protein-Expression im Tumorgewebe zeigte im Median in
den Gruppen HCC und CCC eine niedrigere Expression in den Tumoren, die
rezidivierten (siehe Abb. 5.23). Dieser Unterschied war jedoch in beiden Gruppen nicht
signifikant.

Insgesamt hat die Analyse ergeben, dass sich bei Patienten, die ein Rezidiv
entwickelten, eine signifikante Verminderung der relativen NEMO-mRNA-und Protein
Expression nachweisen liel3. Insbesondere in der Gruppe HCC wies der Test eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat auf.

Verglich man dieses Resultat mit dem Ergebnis aus der Analyse des
Differenzierungsgrades, fiel auf, dass diese sehr &hnlich waren. In der Literatur wird der
Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad und der Rezidiventwicklung
kontrovers diskutiert **. Die Korrelationsanalyse fiir diese Untersuchung zeigte einen
starken Zusammenhang (siehe Tab. 5.12). War ein Tumor schlecht differenziert (G3),

SO neigte er zur Rezidivierung.

Tabelle 5.12: Korrelation zwischen Differenzierungsgrad und Rezidiventwicklung

Rezidivja/nein (n=34)
Differenzierungsgrad Korrelationskoeffizient 0,904**
Signifikanz (2-seitig) 0,00001

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

5.8 NEMO in der steatotischen Leber

Wie bereits beschrieben wurde im Mausmodell beobachtet, dass sechs Wochen alte
NEMO-Knockout-Mause steigende Lipidkonzentrationen in den Hepatozyten aufwiesen.
Zudem fand sich eine Bildung von NASH-charakteristischen Ballonzellen. In der Folge
entwickelten die Mause ein HCC. In dieser Dissertation wurde nun untersucht, ob sich
in humanem Gewebe Unterschiede der NEMO-Expression in den verschiedenen
Graden der Steatosis hepatis finden lassen, da auch beim Menschen die Steatosis
hepatis ein moglicher Risikofaktor der HCC-Entstehung ist. In den Gruppen CCC und
MCRC waren die Gruppen fir eine Analyse zu inhomogen (siehe Tab. 5.1), so dass nur
die Gruppe HCC untersucht wurde. Zudem wurde nur die absolute Expression
analysiert, um beurteilen zu kénnen, ob eine steatotisch-verdnderte Leber eine andere

NEMO-Expression — wie im Mausmodell - im nichtmalignen Gewebe bzw.
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Tumorgewebe aufweist, als eine unveranderte Leber. Da fir die mRNA-Expression nur
relative Werte vorliegen, wurde nur die Protein-Ebene untersucht.

5.8.1 NEMO-Protein- Expression in nicht- steatotischer und steatotischer Leber

® Referenzgewebe

1.2 7 ° @ Tumorgewebe
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Abb. 5.24: Vergleich der absoluten Protein-Expression in den Steatosegraden 0 und Il mit
Kennzeichnung der Medianwerte (—) in der Gruppe HCC (Referenzgewebe: 0: 0,26 , II: 0,545;
p-Wert = 0,017; Tumorgewebe: 0: 0,265, II: 0,42; p-Wert = 0,273); jeder Kreis reprasentiert

eine(n) Patienten(in); (n = 11)

Die Analyse der absoluten NEMO-Proteinwerte zeigte in nicht-steatotischem Gewebe
eine etwa gleiche Expression im Median im Referenz- und Tumorgewebe. Ein hdheres
Level der NEMO-Protein-Expression fand sich bei einer Verfettung der Leber in beiden
Geweben, im Tumorgewebe etwas geringer als im Normalgewebe (siehe Abb. 5.24).
Die Proteinexpression war in der steatotischen Leber im Referenzgewebe signifikant
erhoht. Im Tumorgewebe liel3 sich kein statistischer Unterschied nachweisen.
Insgesamt zeigte sich bei der Analyse, dass die relative Anderung auf mRNA- und
Proteinebene eine nichtsignifikante Verminderung der Expression zeigte. Die absoluten
Proteinwerte waren in beiden Gewebetypen (Tumor- und Referenzgewebe) in der
steatotischen Leber insgesamt hoher als in einer nichtverfetteten Leber.
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5.9 Korrelation zwischen der NEMO-Expression und de  m Geschlecht
und dem Alter

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der NEMO-Expression und dem Geschlecht
(siehe Tab. 5.13) bzw. der NEMO-Expression und dem Alter festgestellt werden (siehe
Tab. 5.14).

Tabelle 5.13: Korrelation zwischen der Expression von NEMO und dem Geschlecht

Geschlecht (n=35)

Korrelationskoeffizient 0,006
NEMO mRNA
Signifikanz (2-seitig) 0,974
_ _ Korrelationskoeffizient 0,314
NEMO Protein (relativ) o .
Signifikanz (2-seitig) 0,067
NEMO Protein Korrelationskoeffizient -0,102
(Normalgewebe) Signifikanz (2-seitig) 0,560
NEMO Protein Korrelationskoeffizient 0,167
(Tumorgewebe) Signifikanz (2-seitig) 0,337

Tabelle 5.14: Korrelation zwischen der Expression von NEMO und dem Alter

Alter (n=35)
Korrelationskoeffizient -0,309
NEMO mRNA o -
Signifikanz (2-seitig) 0,071
Alter (n = 35)
_ _ Korrelationskoeffizient -0,263
NEMO Protein (relativ) o .
Signifikanz (2-seitig) 0,128
NEMO Protein Korrelationskoeffizient 0,239
(Normalgewebe) Signifikanz (2-seitig) 0,167
NEMO Protein Korrelationskoeffizient -0,085
(Tumorgewebe) Signifikanz (2-seitig) 0,626

und CYLD

Physiologische Regulationsmechanismen bewirken, dass gleichzeitig mit der NF-kB-

5.10 Korrelation zwischen der NEMO-mRNA-Expression

Aktivierung die Aktivierung von CYLD stattfindet. Das Tumorsuppressorgen Ubernimmt
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die Funktion eines Feedbackinhibitor der NF-kB-Signalkaskade, der eine
uberschieRende Zellreaktion verhindern soll. Eine Verminderung zeigt sich u.a. beim
HCC. Der genaue Signalweg ist noch ungeklart. Wie bereits beschrieben gibt es eine
Interaktion mit NEMO. Mittels Korrelationsanalyse nach Spearman wurde die CYLD-
MRNA- und die NEMO-mRNA-Expression auf einen Zusammenhang hin untersucht. Es
zeigte sich ein hochsignifikanter Zusammenhang (p-Wert = 0,000001) (nicht
abgebildet). Wies die NEMO-mRNA eine verminderte Expression im Vergleich zum
Referenzgewebe auf, so zeigte sich dies auch in der CYLD-mRNA
(Korrelationskoeffizient: 0,879). Dies liel3 sich in allen Tumorgruppen nachweisen (siehe
Abb. 5.25).
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Abb. 5.25: Scatterblot zur Darstellung der Korrelation zwischen der relativen NEMO-mRNA-und
CYLD-mRNA-Expression in den Tumorgruppen HCC (Korrelationskoeffizient: 0,864; p-Wert =
0,001), CCC (Korrelationskoeffizient: 0,965; p-Wert = 0,0004), und mCRC (Korrelations-
koeffizient: 0,753; p-Wert = 0,005); (n = 35)
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6. Diskussion

6.1 NEMO als Marker zur Analyse von Diagnosen

In dieser Dissertation wurde die Expression des NF-kB essential Modulator (NEMO) im
humanen hepatozellularen und cholangiozellularen Karzinom sowie in kolorektalen
Lebermetastasen untersucht. Als Referenzgewebe wurde bei der Entnahme der
Tumorproben nichtmalignes Gewebe gesichert und ebenfalls untersucht. Ziel der
Untersuchung war die Analyse, ob sich NEMO als Tumormarker eignet. Tumormarker
sind von grol3er Bedeutung in der Diagnostik und der Therapie von Tumoren. Im besten
Fall ist es mdglich sie in der Friherkennung einzusetzen. Eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat sind essentielle Eigenschaften sowie eine einfache und méglichst nicht
invasive Durchfiihrung. Fir die untersuchten Tumoren HCC, CCC und das mCRC
fehlen hochsensitive und hochspezifische Marker, die eine Erkennung im Frihstadium
ermdglichen. Da bei diesen Tumoren erst spat Symptome auftreten, werden diese oft in
einem nicht resezier- und damit nicht heilbaren Stadium diagnostiziert #>**. Die
Entdeckung neuer Tumormarker ist ein wichtiger Forschungsansatz. In der Diagnostik
des HCC wird derzeit in der Klinik das Alpha-Fetoprotein (AFP) eingesetzt. AFP ist im
Serum nur bei 60-70% der Patienten mit einem HCC erh6ht und weist eine Sensitivitat
von 39-64% auf %', Dies bedeutet, dass ca. 30%-40% nicht diagnostiziert werden
konnen. Der Einsatz bei Hochrisiko-Patienten hat sich dennoch als sinnvoll erwiesen.
Andere Erkrankungen (u.a. Hepatitis, Leberzirrhose) sowie die Einnahme von
Medikamenten kdnnen zu einem Anstieg und damit zu einem falsch-positiven Ergebnis
fihren®?’. Die Messung des AFP-Spiegels kann einen Hinweis auf ein HCC geben,
jedoch miussen andere diagnostische Verfahren (v.a. die sonographische Untersuchung
ggf. mit Feinnadelpunktion) durchgefiihrt werden, um das Ergebnis zu bestatigen.

Die sensitive Diagnostik des CCC mittels CA19-9 ist abhangig, ob eine priméar
sklerosierende Cholangitis (PSC) vorliegt. Ohne PSC ist der Marker wenig sensitiv (nur
ca. 53%). Liegt jedoch eine PSC vor, so steigt die Sensitivitat auf 89% und die Spezifitat
auf 86%. Weitere Faktoren, die den Wert des CA19-9 beeinflussen, sind u.a. andere
Malignitaten, Pankreatiden, die ethnische Zugehorigkeit und die medizinische

Vorgeschichte **°°,

Ein weiterer Tumormarker stellt das carcinoembryonale Antigen
(CEA) dar. CEA dient der Verlaufskontrolle und kann aufgrund seiner geringen

Sensitivitat (55%) nicht in der Fritherkennung eingesetzt werden °°.
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Seit mehr als 30 Jahren wird CEA zur Diagnostik des kolorektalen Karzinoms
eingesetzt. Jedoch ist der Einsatz auch hier umstritten. Hier fihren ebenfalls andere
benigne oder maligne Lebererkrankungen sowie ein starker Konsum von Nikotin zu
einem Anstieg. Die Sensitivitat ist abh&ngig vom UICC-Stadium und erreicht im UICC-
IV-Stadium (Fernmetastasierung) eine mittlere Sensitivitat von 65% ®2. Damit ist das
CEA als alleinige Methode zur Diagnostik des kolorektalen Karzinoms ungeeignet. Als
prognostischer Marker hingegen ist der klinische Einsatz sinnvoll 3. Der Wert weist
verschiedenen Studien zufolge eine Korrelation mit dem Tumorstadium und der
Uberlebenszeit auf **,

Inwieweit NEMO als (Tumor)-Marker besser geeignet ist, wird im Folgenden analysiert.
NEMO ist als regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes an der NF-kB-Aktivierung
beteiligt *'°. Es ist bekannt, dass diese in verschiedenen Tumoren, insbesondere im
HCC und Mamma-Ca, erhéht ist ***°*, Die erhohte und konstitutive NF-kB-Expression
beglnstigt durch die Proliferationsféorderung und Hemmung der Apoptose die
Tumorentwicklung und -progression %%. Die Resistenz gegeniiber Apoptose sowie das
unbegrenzte Teilungspotential sind laut Hanahan und Weinberg zwei von sechs

11

charakteristischen Eigenschaften einer Tumorzelle Zudem steuert der

Transkriptionsfaktor NF-kB inflammatorische Prozesse . Diese drei Prozesse lassen
sich in den drei untersuchten Tumorarten nachweisen 1.
So ist bekannt, dass der chronische Inflammationsprozess in bis zu 90% der Falle die

Basis der Hepatokarzinogenese darstellt *°.

Das Leberparenchym wird durch
verschiedene Faktoren geschadigt. Die Infiltration durch Kupfferzellen fordert die
Ausschuittung proinflammatorisch wirkendender Interleukine, Wachstumsfaktoren sowie
von TNF-a. Diese fuhren zu einer Gewebedestruktion mit einer kompensatorischen

Zellproliferation %

. Die Nekrose und Apoptose der Hepatozyten resultiert in einem
bindegewebigen Umbau (,liver remodeling®), der Uber die Zwischenstufe einer
Leberzirrhose in einem HCC enden kann #*?3. Die Cholangiokarzinogenese beruht
ebenfalls haufig auf einem chronisch-entziindlichen Geschehen. Eine chronische
Inflammation des Gallengangsystems und eine Cholestase fuhren zu einer Aktivierung
von proinflammatorischen Zytokinen. Interleukin-6 steuert Uber die Hochregulation der
Stickstoffmonoxid-Synthese INOS die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, die
das Gewebe zunehmend schadigen und einen Verlust der Homoéostase zwischen DNA-
Schaden und -Reparatur hervorrufen. Uber die Aktivierung von TNF-a proliferieren die

Zellen. Es folgt eine Hyperplasie des Gallengangepithels sowie die weitere maligne
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Transformation durch verschiedene genetische Veranderungen °. CRC rufen wéhrend
der Lebermetastasierung beim Eintritt in das hepatische Blutsystem eine TNF-a-
induzierte Entziindung hervor . Es ist davon auszugehen, dass NEMO als Regulator
der NF-kB-Expression hier einen entscheidenden Einfluss nimmt.

In dieser Arbeit wurde zunéchst untersucht, ob sich die Expression von NEMO-mRNA
und -Protein in den verschiedenen Tumoren unterscheidet. Die relative NEMO-mRNA-
Expression war in allen drei Tumorarten im Tumorgewebe im Vergleich zum
Referenzgewebe vermindert, wahrend sich auf Proteinebene eine leicht vermehrte
relative Expression zeigte. Dieser Unterschied ist dadurch zu erklaren, dass die mRNA-
Konzentration nicht zwangslaufig mit der Menge an exprimiertem Protein Kkorrelieren
muss. So sind allgemein u.a. Halbwertszeiten, Proteinbindungen und
posttranskriptionale Kontrollmechanismen von Bedeutung. Die Unterschiede zwischen
den Tumorgruppen waren insgesamt gering.

Die vermehrte absolute Proteinmenge in den Tumorgeweben ist Zeichen der
tumorcharakterisierenden Zellproliferation, vermutlich einhergehend mit einem
Entzindungsprozess. Im nichtmalignen Gewebe der HCC-Leber sowie im HCC-
Gewebe selbst ist die absolute Proteinkonzentration signifikant hoher als in den beiden
anderen Tumorgruppen. Aus der Literatur geht hervor, dass auch Umbauprozesse in
der Leber, wie die Leberzirrhose oder -fibrose, die haufig mit der HCC-Entstehung
assoziiert sind, mit einem Inflammationsprozess und u.a. einer NF-kB-Aktivierung

einhergehen

. Der signifikante Unterschied lasst sich mdglicherweise auf einen
fibrotischen Umbauprozess zurickfihren, der als Entstehungsgrundlage des HCC
dient. Die Korrelation zwischen einem HCC und der Fibrosierung des Gewebes war in
dieser Analyse zwar signifikant, jedoch nur schwach positiv. Die Ursache ist
wahrscheinlich, dass nur maliggradige Fibrosen untersucht worden sind. Ausgepragt
fibrosierte bzw. zirrhotische Gewebe lieBen sich mit den durchgefihrten
Extraktionstechniken nicht isolieren. Die Techniken, v.a. bezogen auf die Extraktion der
Proteine und RNA, sollten in Folgestudien angepasst bzw. optimiert werden, um hier
genauere Ergebnisse zu erzielen. Dies ware wichtig, um die Wertigkeit von NEMO als
Marker einschatzen zu kénnen, da in den meisten Féllen eine ausgepragte Zirrhose
vorliegt. Hier sollte dann klar abgegrenzt werden, ob NEMO die Zirrhose detektiert oder
das HCC. Dazu mussten zum Vergleich tumorfreie zirrhotische Lebern in die

Untersuchung mit einbezogen werden.
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In dieser Studie ist die Sensitivitat und Spezifitat fir die Diagnostik des HCC oder den
parenchymalen Umbauprozess im mittleren Bereich (63%-82%). Weder NEMO-mRNA
noch NEMO-Protein konnte die Diagnose hochsensitiv und -spezifisch zuordnen. Der
positive pradiktive Wert lag zwischen 50-56% und ist damit zu niedrig fur eine optimale
Diagnostik. NEMO ist nach diesen Ergebnissen nicht besser geeignet als der
Serummarker AFP.

Die absoluten Werte der Proteinexpression waren fur die Gruppe CCC am geringsten,
obgleich auch hier eine chronische Inflammation tber eine Zellproliferation zu einer
Hyperplasie des Gallengangepithels fuhrt. Es gibt nur wenige Studien, die einen
Zusammenhang zwischen der Cholangiokarzinogenese und NF-kB untersucht haben.
Es hat sich gezeigt, dass hohe NF-kB-Level mit einem invasiven Wachstum und
maoglicherweise mit einer Metastasierung assoziiert sind ¥, Dieser Zusammenhang
konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden. Studien zeigen, dass eine Vielzahl an
Genen zur Cholangiokarzinogenese beitragen, u.a. die Expression der
Cyclooxygenase-2, die eine Entziindungsreaktion aufrechthalt, und der AKT-Signalweg
49 Wie genau NF-kB in diese multifaktorielle Karzinogenese involviert ist, lasst sich
anhand unserer Untersuchung nicht klaren.

Wenn man anhand dieser Ergebnisse Sensitivitat und Spezifitat fir die Diagnose CCC
ermittelt, befinden sich beide auch hier im mittleren Bereich (61-75%) und sind folglich
nicht besser geeignet als der Serummarker CA19-9. Diese Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass sich NEMO nicht als Tumormarker fur die untersuchten
Tumoren eignet. Fur die Gruppe HCC ist eine Untersuchung mit zirrhotischem Gewebe
weiterhin sinnvoll, v.a. im Vergleich Zirrhose ohne HCC vs. Zirrhose mit HCC.

Ein wichtiges Kriterium fur einen Tumormarker ist, dass dieser moglichst wenig invasiv
ist. Dieses Kriterium erfillt NEMO bisher nicht. Es ist fraglich, ob NEMO sich als Marker
im Blut eignet, da es ubiquitar vorliegt. Bei der seltenen Incontinentia pigmenti, die auf
einer Mutation des NEMO-Gens beruht, lasst sich die Mutation im peripheren Blut
nachweisen. Hier handelt es sich jedoch um eine Multisystemerkrankung. Andere
Erkrankungen, die ebenfalls mit einer erhéhten NF-kB-Aktivierung einhergehen, wie die
rheumatoide Arthritis, Arteriosklerose oder chronisch-entziindliche Darmerkrankungen,
konnten die Diagnostik verfalschen. Zu Uberlegen wére, dass man praoperativ sowie
ein paar Tage postoperativ den Serumspiegel von NEMO uberprift, um sehen,
inwieweit hier Veranderungen feststellbar sind. Dieser Schritt ist jedoch erst sinnvoll,
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wenn sich NEMO in den Gewebeproben als ein hochsensitiver bzw. hochspezifischer
Test herausstellt.

Mdoglicherweise hangt der Expressionsunterschied von HCC und CCC auch mit der
Auswertung zusammen. Eine mogliche Fehlerquelle der Berechnung der absoluten
Konzentrationen ist die Erfassung der optischen Dichte mit der Software QuantityOne.
Es konnen sich Messungenauigkeiten bei der Dichtebestimmung ergeben, da die
verschiedenen Proteinbanden nicht immer in der Breite Ubereinstimmen. Um die
Vergleichbarkeit von verschiedenen Western Blots zu erh6hen und diese Fehlerquelle
zu minimieren, wurde jede Probe auf eine Kontrollprobe normiert, die auf allen

Membranen vorhanden war. Das schliel3t jedoch Abweichungen nicht aus.

Da nicht viele Studien vorliegen, die die NEMO-Expression in den untersuchten
Tumoren beschreiben, wurde zusatzlich der in der Forschung detaillierter untersuchte
Transkriptionsfaktor NF-kB mit in die Untersuchung einbezogen. Da NEMO wie bereits
beschrieben als Regulator entscheidend auf die NF-kB-Expression Einfluss nimmt,
kénnen so Ergebnisse und Zusammenhange besser verstanden werden. Die Analyse
von NF-kB erfolgte jedoch nur auf Protein-Ebene. Fur weitere Studien wére es sinnvoll
sich auch die mRNA-Ebene anzuschauen, um dies mit der NEMO-mRNA-Expression

besser vergleichen zu kénnen und dort mdgliche Veranderungen zu identifizieren.

6.2 NEMO als Marker zur Analyse der Tumorausdehnung

Eine erhdhte NF-kB-Aktivitat schitzt die Tumorzellen vor der Apoptose und stimuliert
das Zellwachstum %>%. Verschiedene Anti-Tumor-Therapien versuchen die NF-kB-
Aktivitdt zu senken, um das Wachstum und damit die Ausdehnung des Tumors zu
stoppen sowie die Tumorzellen fiur andere herkdmmliche Therapien wie der
Chemotherapie zu sensibilisieren ®. Die relative NEMO-mRNA-Expression sowie die
relative NEMO-Protein-Expression sind in dieser Untersuchung in den verschiedenen
TumorgréfRen jedoch nicht signifikant verandert. Die relative Protein-Expression war im
Median in allen vier Tumorstadien zwischen 111% und 117%. Dies bedeutet, es liegt im
Tumorgewebe im Vergleich zum nichtmalignen Gewebe zwar eine leichte Erh6hung der
NEMO-Expression vor, die sich jedoch in den einzelnen TumorgrofR3en nicht andert. Die
absoluten Werte hingegen zeigen einen eindeutigen Anstieg der NEMO- sowie der NF-

KB-Proteinexpression. Im Referenzgewebe scheint demzufolge ebenfalls ein
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inflammatorischer oder proliferativer Prozess vorhanden zu sein, der &aquivalent
ansteigt, so dass sich im Verhaltnis Tumor- zu Referenzgewebe nichts &ndert. Die
steigenden  absoluten  Proteinwerte  mit zunehmender  Tumorausdehnung
entsprechenden Erwartungen, dass Zellproliferation sowie Antiapoptose mit dem
Fortschreiten des Tumorwachstums zunehmen. Das umliegende Gewebe wird
verdrangt oder der Tumor infiltriert es und initiiert zunehmend Gewebeschaden mit
entzuindlichen Veranderungen, die wiederum eine NF-kB-Aktivitat hervorrufen. Diese
Beobachtungen zeigten sich in anderen Studien ebenfalls, z.B. in kolorektalen
Karzinomen. Je groRRer die Ausdehnung des Karzinoms war, desto hoher war die NF-
kB-Expression %°.

Im CCC war die steigende Proteinmenge bei Fortschreiten des Wachstums deutlich
erkennbar. Fur das HCC war nur eine Probe im T2-Stadium vorhanden, die
vergleichsweise extrem hoch war, so dass sich der zunehmende Anstieg nicht zeigte. In
dem Fall lasst sich keine Aussage treffen und in Folgestudien sollte auf eine homogene
Verteilung der Gruppen geachtet werden.

NEMO weist insgesamt einen niedrigeren absoluten Wert auf als NF-kB auf. Dies ist
maoglicherweise auf unterschiedliche Halbwertszeiten beider Proteine zuriickzufuhren.
Zudem gehen die Proteine unterschiedliche Protein-Interaktionen ein, die wiederum
Einfluss auf die Stabilitat eines Proteins haben. Potentiell mdglich sind wie bereits

beschrieben auch Ungenauigkeiten in der Auswertung.

6.3 NEMO als Marker zur Analyse des Differenzierung sgrades und der
Rezidiventwicklung

Die Entdifferenzierung eines Tumors verlauft phasenweise und geht mit einem
Funktionsverlust oder einer Funktionsminderung der Zellen einher. Initial induzieren der
oxidative Stress sowie die Entzindungsreaktion in G1-Tumoren die Expression von NF-
kB . In der Promotionsphase eines Tumors, in der die Zellen zunehmend genetisch
instabil werden, werden vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produziert. Diese
konnen in der Progressionsphase direkt das Wachstum der Krebszellen stimulieren und
die schrittweise Entdifferenzierung eines Tumors fordern %, Zudem unterliegt die Zelle
einem Inflammationsprozess als ein Zeichen der zunehmenden Gewebeschadigung .

Wahrend dieser Prozesse wird vermehrt NF-kB exprimiert.
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In unserer Studie zeigte sich im G2-Tumor eine bis zu vierfache Erhéhung der relativen
NEMO-mRNA- sowie -Protein-Expression im Vergleich zum nichtmalignen Gewebe.
Dies gibt den Hinweis darauf, dass die oben genannten Prozesse in den untersuchten
Geweben ablaufen. Schlecht-differenzierte G3-Tumoren, deren Zelleigenschaften sich
stark vom Ursprungsgewebe unterscheiden, weisen hingegen eine stark verminderte
NEMO-Expression auf. Sie scheinen moglicherweise an das hohe ROS-Level und die
Inflammation zu adaptieren. Im Laufe ihrer Entwicklung verandern Tumorzellen ihren
intrinsischen Metabolismus, um in einer prooxidativen und proinflammatorischen
Umgebung zu udberleben. Es kommt im Verlauf zu einer Hochregulation von
antioxidativen Abwehrsystemen. Diese Resistenz gegeniber oxidativem Stress ist ein
Hauptmechanismus der Chemo- und Radiotherapieresistenz von Tumoren 46147,

In unserer Untersuchung wurde nur ein G1-Tumor untersucht. Es kann daher keine
Aussage getroffen werden, wie das initiale Level war. In Folgestudien muss hier auf
eine homogene Verteilung der Differenzierungsgrade geachtet werden, um den
Zusammenhang deutlicher untersuchen zu kénnen.

Die NEMO-Expression in humanen Tumoren wurde bisher nur von einer Arbeitsgruppe
untersucht. Pichler et al. (2011) konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der 5-Jahres-Uberlebensrate und der NEMO-Expression im HCC finden. Ist die NEMO-
Expression stark vermindert, versterben die Patienten friher. Ein Trend zeigt sich
zwischen einer verminderten 5-Jahres-progressionsfreien Uberlebensrate und einer
verminderten NEMO-Expression *3'. Unsere Studie bestatigt diesen Zusammenhang.
Betrachtet man die NF-kB-Expression im G3-Tumor, zeigt sich im Vergleich zum
Referenzgewebe im Tumorgewebe jedoch keine Verminderung (Median: 141%) wie es
bei der NEMO-Expression der Fall war. Die Expression ist im Vergleich zum G2-Tumor
dennoch ebenso vermindert. Dies bestatigen andere Studien, die den Zusammenhang
der Entdifferenzierung und der NF-kB-Aktivierung genauer untersucht haben . Als
Regulator von NF-kB musste NEMO theoretisch einen aquivalenten Verlauf zeigen.
Moglicherweise ist NEMO verandert und konnte mit unseren eingesetzten Methoden
nicht mehr detektiert werden oder NF-kB hat andere Eigenschaften, u.a. eine langere
Halbwertszeit oder andere Interaktionen, die das Protein stabilisieren.

Zudem zeigten verschiedene Studien im Mausmodell einen Zusammenhang zwischen
der Deletion von NEMO und der Karzinogenese. Die Versuche wurden an Mausen
durchgefiihrt, in denen gezielt NEMO in den Hepatozyten ausgeschaltet wurde
(NEMO™"P2.Mause). NEMO ist essentiell fur die Aktivierung von NF-kB in der
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Embryogenese ?*!%°. Der NEMO®"2.Embryo verstirbt intrauterin durch eine massive
Apoptose der Hepatozyten. Die Schutzfunktion von NEMO durch die Aktivierung des
antiapoptischen Transkriptionsfaktors NF-kB fehlt **®. Bei drei Wochen alten
NEMO“"P2. Mausen kommt es als Zeichen der Hepatozytenschadigung zu einem
erhohten Level der Aminotransferasen. Eine Stimulation mit TNF-a fuhrt zu einem
massiven Untergang der Zellen durch Apoptose durch eine vermehrte Expression von
proapoptotischen Proteinen wie Bax und den Caspasen 3 und 8 *?*'2°. Auch hier fehlt
NEMO, um die Hepatozyten vor dem TNF-induzierten Zelltod zu schitzen. Deletiert
man NEMO in adulten M&ausen, so resultiert dies direkt in einer spontanen Entwicklung
eines HCC '®*. Weitere Studien weisen einen komplexen Phanotyp mit einer basalen
Caspase-8-Aktivierung in NEMO“"P®-Mausen nach. Auch hier kommt es als Zeichen
der Hepatozytenschadigung zu einem erhdhten Level der Leberenzyme AST und ALT.
Zudem entwickelten NEMO2"™P2.Mause eine spontane Steatohepatitis und im weiteren
Verlauf die Bildung einer Leberfibrose und eines HCC. Die NF-kB-Aktivierung ist bei

diesen Mausen vollstandig inhibiert ***?® (siehe Abb. 6.1).
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Abb. 6.1 (modifiziert)'®*: Signalkaskade in Wildtyp- und NEMO*""*-Mausen: Eine Deletion von
NEMO fihrt Uber die proapoptischen Proteine Caspase-3 und Caspase-8 zu einer
spatmanifesten Karzinogenese. Der Transkriptionsfaktor NF-kB fehlt, um die Hepatozyten vor

dem TNF-induzierten Zelltod zu schiitzen 12412,

Interessant ist, dass diese Studien von einer regenerative Antwort und eine
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Inflammation trotz der NEMO-Deletion berichten. Es scheinen entweder andere
inflammatorische Signalwege hochreguliert zu sein, deren Aktivierungsmechanismen in
diesem Zusammenhang nicht geklart sind, oder das Fehlen von NEMO fihrt zu einer
genomischen Instabilitat. Diese Instabilitdt ist ein  mdglicher  weiterer
Pathomechanismus, der die Karzinogenese fordert ®"*°

Schaltet man in NEMO-Knockout-Mausen zusatzlich FADD (Fas assoziiertes Protein
mit Todesdoméane) aus, das im Normalfall die TNF-induzierte Caspase-8-Kaskade
initilert, so entwickeln diese Mause mit diesem ,Apoptoseschutz” keinen Tumor (siehe
Abb. 6.2). Dies bedeutet, dass eine Inaktivierung von NEMO Uber diese im Normalfall

aktive FADD-Signalkaskade mdoglicherweise zur Hepatokarzinogenese fiihrt 2.
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Abb. 6.2 (modifiziert)'®*: Signalkaskade in NEMO""2. und NEMO/FADD"™"*-Mausen: Eine
Deletion von NEMO fuhrt Gber die proapoptischen Proteine Caspase-3 und Caspase-8 zu einer
spatmanifesten Karzinogenese. Bei einer zusatzlichen Inhibition von FADD weisen die Zellen

einen ,Apoptoseschutz* auf **.

Luedde et al. (2007) vermuten, dass die selektive Inhibition von NEMO Uber eine
vermehrte FADD-induzierte Apoptose eine regenerative proliferative Antwort hervorruft,
die mit einer Inflammation des Leberparenchyms einhergeht. Dieser Prozess verursacht
einen hohen Level an ROS. Der entstehende oxidative Stress ist wie bereits
beschrieben potentiell mutagen und kanzerogen **. Dass u.a. eine FADD-abhangige
TRAIL-(tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)-Aktivierung an der
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humanen Cholangiokarzinogenese beteiligt ist, wurde bereits in Studien nachgewiesen.
Sind die CCC-Zellen resistent gegeniber einer TRAIL-induzierten Apoptose, aktiviert
TRAIL Uber die Aktivierung des IKK-Komplexes NF-kB **2. Das Resultat ist eine
Forderung der Tumorinvasion, eine mogliche Metastasierung und korreliert mit einer

1499 Die genaue Regulation von NEMO ist im

verminderten Uberlebensrate
Zusammenhang mit der Cholangiokarzinogenese bisher nicht untersucht worden. Da
hier eine NF-kB-Aktivierung erfolgt, ist davon auszugehen, dass NEMO vorhanden ist
und keine Verminderung aufweist. Aus der Studie geht nicht

hervor, welche Differenzierungsgrade untersucht wurden.

Wahrend NEMO in den zuvor beschriebenen Studien tumorsuppressiv zu sein scheint
und eine Verminderung zu einem erhdhten Progressionsrisiko flhrt, besteht die
Vermutung, dass NEMO auch einen tumorpromotenden Effekt hat. Wie bereits
beschrieben ist die Aktivierung des IKK-Komplexes abhéngig von der Kinase TAK1
(MAP3-kinase TGF[B- activated kinase). NEMO dient aktuellen Studien zufolge als
Vermittler zwischen TAK1 und den katalytischen Untereinheiten des IKK-Komplexes
IKKa und IKKB *7° Fehlt die Kinase TAK1 kann der IKK-Komplex und damit NF-kB
nicht aktiviert werden. Eine Ausschaltung von TAK1 im Mausmodell fuhrt in
Hepatozyten und Cholangiozyten zu einer NEMO-abhangigen NF-kB-unabhangigen
Tumorentstehung. Dieser Prozess basiert auf einer massiven Dysplasie der
Hepatozyten und einer frilhmanifesten Karzinogenese '°. Eine zusatzliche NEMO-
Deletion in diesen Mausen zu einem Zeitpunkt mit einer hohen AFP-Konzentration,
senkte die AFP-Expression wieder, ohne dass in der Folge ein HCC detektiert werden
kann. Als mdglicher Mechanismus wird der inflammatorische und Stress-abhangigen
JNK-(c-Jun-[N]-terminal-kinase)-Signalweg diskutiert. Eine Stimulation der Zellen in
den TAK1-Knockout-Mausen zeigt eine starke Aktivierung dieser Signalkaskade im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen sowie eine Aktivierung der proapoptischen Caspasen
(siehe Abb. 6.3).

Wie aussagekraftig die Verminderung von NEMO-mRNA und NEMO-Protein ist, zeigt
die ROC-Analyse. Diese ist insbesondere fir die Gruppe HCC auf mRNA- und
Proteinebene eindeutig. Der Test war zu 100% sensitiv und spezifisch. Es konnten alle
G3- sowie alle G2-Tumoren anhand des gewdahlten Cut-Off-Wertes diagnostiziert
werden. Die gleiche Tendenz zeigte sich in der Gruppe CCC, jedoch nicht ganz so stark
ausgepragt. Insgesamt muss man beachten, dass fur den Differenzierungsgrad G1 in

der Gruppe HCC kein Tumor vorlag und so in der Analyse nur G2- mit G3-Tumoren
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verglichen wurden. In weiteren Studien sollte hier auf eine homogene Verteilung sowie

grof3ere Fallzahlen geachtet werden, um eine genauere Aussage treffen zu kénnen.
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Abb. 6.3 (modifiziert) *: Signalkaskade in Wildtyp- und TAK12"*P®.Mausen: Eine Deletion von
TAK1 fuhrt zu einer NEMO-abhéngigen NF-kB-unabhéngigen Karzinogenese maoglicherweise
iiber INK ***,

Der Differenzierungsgrad korreliert mit dem Auftreten eines Rezidivs. So neigen G3-
Tumoren eher zur Rezidivierung. In dieser Studie ist dieser Zusammenhang
hochsignifikant. Mit der relativen Expression von NEMO-mRNA und -Protein kann
ebenfalls eine Aussage getroffen werden, ob ein Tumor zur Rezidivierung neigt oder
nicht, im HCC ebenso zu 100%.

Insgesamt ist NEMO nach diesen Ergebnissen ein prognostischer Marker und spielt
eine Schlusselrolle in der Tumorprogression, die es weiter zu erforschen gilt. Gerade
die Bestimmung des Rezidivrisikos ist flr die Nachsorge von Bedeutung. So kdnnen
Kontrolltermine in einem kurzeren Intervall durchgefuhrt und das mdgliche Rezidiv

friher entdeckt werden.

6.4 NEMO in der steatotischen Leber

Klinisch relevante Risikofaktoren sind die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
(NAFLD) und die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) »°%2. Bisher ist der genaue
Pathomechanismus nicht vollstandig aufgeklart. Wichtige Faktoren scheinen u.a. die

Akkumulation der Fettzellen sowie proinflammatorische Zytokine und anhaltender

83



6. Diskussion

oxidativer Stress zu sein. Derzeit noch erforscht werden genetische Ursachen.
Steatotische Zellen sind insgesamt sensitiver gegeniber reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) sowie inflammatorischen Prozessen '*°. ROS entstehen iiberwiegend in den
Mitochondrien und werden bei der NASH durch eine gesteigerte -Oxidation vermehrt
gebildet. Der entstehende oxidative Stress induziert eine peroxidative Schadigung an
der Lipidmembran und schadigt die DNA. Die durch ROS und die Lipidperoxidation
entstandene Zellschadigung fuhrt zu einer vermehrten Sezernierung von Zytokinen, u.a.
auch TNF-a, das (ber die klassische IKK-Signalkaskade NF-kB aktiviert *>**°. Wichtig
ist, dass Uber diese ROS-induzierte Leberschadigung sowie die Inflammation die
Entstehung einer Fibrose beglnstigt wird, die in einer Hepatokarzinogenese resultieren

kann %1

. Die durchgefihrte Analyse der absoluten NEMO-Proteinwerte zeigte wie
erwartet bei einer Steatose > 20% signifikant h6here bzw. im Trend hohere Werte als in
nicht-steatotischem Gewebe.

Im Gegensatz dazu zeigen Luedde et al., dass sechs Monate alte NEMO“"®"P*-Mause
einer humanen NASH &hnelnde Veradnderungen trotz einer Deletion von NEMO im
Leberparenchyms aufweisen. Diese Veradnderungen, u.a. das Ballooning der
Hepatozyten sowie steigende Lipidkonzentrationen, sind auch hier eine Pradisposition
fur eine Leberkarzinogenese 24126130,

Ursachlich ist die Sensitivitat von NEMO-defizienten Mausen gegeniber TRAIL-(tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)-vermittelter Apoptose sowie die durch
oxidativen Stress induzierten Zellschaden. Die TRAIL-vermittelte Apoptose ist FADD-

abhangig und induziert die proapoptotischen Caspasen 8 und 3 (siehe Abb. 6.4).
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Abb. 6.4: Signalkaskade in NEMO“""®-Mausen in steatotischem Lebergewebe: Eine Deletion
von NEMO fuhrt zu einer FADD-vermittelten Apoptose, ausgelost durch eine erhohte TRAIL-

Produktion %6,
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Hervorgerufen wird die TRAIL-Produktion von nattrlichen Killerzellen, die durch die
NASH aktiviert werden **°. Physiologischerweise inaktiviert TRAIL Zielzellen, u.a. auch
Tumorzellen, durch die Induktion der Apoptose und ist ein mogliches Medikament in der
Krebstherapie. In dem Fall der NEMO“"2.Mause resultiert die TRAIL-Aktivierung in
einer zunehmenden Gewebeschadigung mit einer kompensatorische Zellproliferation,
einer Inflammation des Gewebes sowie der Aktivierung von Progenitorzellen *%°.

In jungeren acht Wochen alten NEMO“"™.Mausen zeigt sich zunachst eine
Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion, wie es typisch fur eine NASH ist, sowie
des oxidativen Metabolismus. Zudem weist die Leber Einlagerungen von Glykogen mit
einer Abnahme der Glucose-Serumkonzentration auf und im Verlauf steigende
Lipidkonzentrationen als Zeichen einer Insulinresistenz. Erhéhte AST- und ALT-Level
weisen auch hier auf die schon vorhandene Gewebeschadigung mit einer
kompensatorischen Zellproliferation hin. Behandelt man diese M&use in einem Alter von
vier Wochen Uber einen Zeitraum von sechs Wochen mit einer antioxidativen Therapie,
wird die Ausbildung der NASH verhindert, die ALT-Level weisen wieder Normalwerte
auf und es zeigt sich eine starke Reduktion der Apoptose sowie der Inflammation *#,
Das deutet darauf hin, dass der Prozess zun&chst reversibel ist und damit das
Fortschreiten mit dem Endresultat eines HCC vermieden werden kann.
NEMO/FADD-Knockout-Mause zeigen keine Lipideinlagerung. Wie bereits beschrieben
weisen diese Mause einen Apoptoseschutz auf '?*. Wahrscheinlich ist, dass die
Lipideinlagerung eher die Folge einer chronischen Inflammation und des anhaltenden
oxidativen Stress ist als ein metabolisches Problem. Die humane Karzinogenese sowie
die Karzinogenese in NEMO“"™P%.Mausen, die jeweils auf einer Steatose/NASH
basieren, weisen verschiedenen Mechanismen auf. Die humane NF-kB-Aktivierung
kann in den NEMO2"™"2-Mausen nicht stattfinden, so dass es zu einer FADD-abhangige
Apoptose der NEMO-defizienten Hepatozyten kommt. Die gemessene erhdohte NF-kB-
Expression im humanen Gewebe entsprach so der Literatur.

Um genauer einschatzen zu kénnen, wie genau NEMO in diesen Prozess involviert ist
bzw. ob NEMO in vivo eine verédnderte Regulation zeigt, die eine NASH/NAFLD
induziert, konnte in Folgestudien genauer analysiert werden. Eine hdhere
Probenanzahl, sowie die Einbeziehung weiterer Steatosegrade und die klare Trennung
zwischen NASH und NAFLD ermdglichen eine differenziertere Analyse. Gelingt es, den
Entstehungsmechanismus einer NASH zu verstehen und ggf. zu inhibieren, wére eine

maogliche Pradisposition fur die Entstehung eines HCC therapeutisch behandelbar bzw.
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reversibel. Auch die Diagnostik einer hepatischen Verfettung wirde neben der
Sonographie ein sensitiver und spezifischer Marker vereinfachen. In dieser Studie gibt
es allerdings noch keinen Anhaltspunkt, der auf einen direkten Zusammenhang
zwischen NEMO wund der humanen Steatoseentwicklung hinweist. Bei einer

Patientenzahl von elf ist eine Aussage zudem nur sehr eingeschrankt zu treffen.

6.5 CYLD

Physiologische Regulationsmechanismen bewirken, dass gleichzeitig mit der NF-kB-
Aktivierung die Aktivierung von CYLD stattfindet. Es wird so ein Gleichgewicht zwischen

der Aktivierung und Inhibierung der NF-kB-Aktivitat erreicht >

. Brummelkamp et al.
(2003) zeigen, dass eine gezielte Inhibition von CYLD mittels RNA-Vektoren zu einer
vermehrten Aktivierung von NF-kB fiihrte **’. Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich
bei CYLD, einem Tumorsuppressorgen, um einen Feedbackinhibitor der NF-kB-
Signalkaskade handelt, der eine UberschielRende Zellreaktion verhindert. Als
Deubiquitinase entfernt CYLD Polyubiquitinketten u.a. von NEMO und TAK1l und

138 Im HCC sowie beim kolorektalen Karzinom lasst sich eine

inaktiviert diese
erniedrigte  CYLD-Expression auf Protein- und RNA-Ebene im Vergleich zum
umgebenden nicht-malignen Gewebe nachweisen *%'*°. Es zeigt sich ebenfalls eine
erniedrigte  CYLD-Expression bei Patienten mit chronisch  entzindlichen
Darmerkrankungen. Dies lasst auf einen moglichen Zusammenhang von CYLD mit
einer Fehlregulation der inflammatorischen Kontrolle schlieBen **. In unserer Studie
zeigt sich eine starke Korrelation von NEMO-mRNA und CYLD-mRNA. Je hoher die
Expression von NEMO-mRNA war, desto hoher auch die Expression der CYLD-mRNA
und umgekehrt. Zu erwarten ware allerdings eine Gegenregulation. Eine sehr aktuelle
Studie zeigt nun, dass eine leberspezifische Ausschaltung von CYLD zur Apoptose der
Hepatozyten durch eine spontane Aktivierung der Kinase TAK1 fiihrt **3. Eine NF-kB-
Aktivierung konnte nicht festgestellt werden (siehe Abb. 6.5). Die vermehrte TAK1-
Aktivitat resultiert in einer Zunahme hepatischer Sternzellen sowie Kupfferzellen, die
wie bereits beschrieben die Inflammation, die Fibrogenese sowie TNF-a induzieren, und

einer steigenden Apoptose der Hepatozyten Uber eine Caspase-3-Aktivierung.
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Abb. 6.5: Signalkaskade in CYLD*""-Mausen: Eine Deletion von CYLD resultiert in einer

spontanen TAK1-Aktivitat mit einer Caspasenaktivierung **.

Uber eine kompensatorische Zellproliferation kommt es zur Karzinogenese. CYLD ist
ein folglich wichtiger Regulator, der die Zellen vor der spontanen TAK1-induzierten
Apoptose schiitzt. Andererseits kommt es wie bereits zuvor erwdhnt in TAK12"ePa.
Mausen ebenfalls zu einer frihmanifesten Karzinogenese, so dass TAK1 entweder Uber
eine Aktivierung oder eine Inhibition die Karzinogenese fordert 1%,

Das Interessante an der neuen CYLD-Studie ist, dass Nikolaou et al. (2012) zeigten,
dass einige der phanotypischen Eigenschaften der CYLD-Knockout-Mause denen der
NEMO2MP2 ynd TAK12M"P2-Mause ahneln 3. Hierzu gehoren die Apoptose, die
Fibrose, die Inflammation und die Karzinogenese. Wie nun das genaue Zusammenspiel
von TAK1, CYLD und NEMO ist, muss in weiteren Studien mit humanen Geweben

analysiert werden.

Inwieweit man insgesamt die Ergebnisse unserer Studie, z.B. eine Verminderung von
NEMO, wie sie sich bei einem schlechten Differenzierungsgrad zeigte, mit der Inhibition
in einer NEMO-Knockout-Maus gleichsetzen kann, muss in Folgestudien genauer
Uberpruft werden. Weitere Studien werden zeigen, inwieweit sich die Ergebnisse

ahneln. In jedem Fall geben Mausstudien Hinweise auf mdgliche Interaktionen.
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6.6 Ausblick

Es konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass eine Verminderung von NEMO-
MRNA und NEMO-Protein mit einer Tumorprogression insbesondere im
hepatozellularen Karzinom einhergeht. Der Differenzierungsgrad konnte mittels NEMO-
MRNA und -Protein hochsensitiv und hochspezifisch detektiert werden. Hinter der
Verminderung von NEMO steckt mdglicherweise eine Adaptation der schlecht
differenzierten Tumoren an die prooxidative und proinflammatorische Umgebung.
Moglich sind auch andere bisher nicht bekannte involvierte Mechanismen, die die
regulatorische Funktion von NEMO verhindern. Weitere Studien sollten zeigen,
inwieweit die Verminderung von NEMO eine Schlisselfunktion in der
Tumorentdifferenzierung hat und ob sich das Ergebnis in grol3eren Studien bestatigen
lasst. Moglich ist auch, dass der Prozess multifaktoriell ist wie die ebenfalls vorliegende
Verminderung von CYLD zeigt.

Es ist wichtig, Mechanismen, die eine Verminderung von NEMO auslésen, zu
identifizieren, um hier einen moglichen Angriffspunkt fur Therapien entwickeln zu
kénnen. Studien an humanen Hepatozyten, in denen eine gezielte Ausschaltung bzw.
Verminderung von NEMO mit siRNA durchgefihrt wird, waren fir das Verstandnis des
Mechanismus sehr hilfreich. Interessant ware hier die proapoptotische
Caspasenaktivitat, den oxidativen Stress, die FADD- sowie die TAK1-Expression nach
TNF-a oder TRAIL-Stimulation zu messen. Zudem sollte der Expressionsunterschied
zwischen den Differenzierungsgraden gezielter untersucht werden. Auch hier ware u.a.
die Messung des oxidativen Stresses und der Caspasenaktivitat von Bedeutung, um
abschatzen zu koénnen, ob die Zellen moglicherweise adaptieren oder andere
Mechanismen, die NEMO-Expression vermindern.

In dieser Studie wurde nur die Gesamtprotein- und -RNA-Expression gemessen. Es
ware interessant zu untersuchen, inwieweit die aktive Form von NEMO Veradnderungen
in Tumorgewebeproben zeigt. In der Literatur werden verschiedene posttranslationale
Modifikationen beschrieben, u.a. die Ubiquitinierung, die Sumoylierung und die
Phosphorylierung. In diesem Fall ware die Ubiquitinierung ein interessanter zu
untersuchender Mechanismus, da die Sumoylierung bzw. die Phosphorylierung im
Zellkern stattfindet und durch UV-Strahlung ausgelost wird.

Um genauer einschatzen zu koénnen, ob NEMO zudem in den Prozess der

NASH/NAFLD-Entwicklung involviert ist, missten ebenfalls weitere Studien folgen. Das
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Verstandnis des Entstehungsmechanismus einer NASH kénnte in Zukunft helfen in den
Mechanismus gezielt einzugreifen und damit den Umbauprozess der Leber und
letztendlich die Tumorentstehung zu verhindern. Auch die Diagnostik einer hepatischen
Verfettung wirde neben der Sonographie ein sensitiver und spezifischer Marker
vereinfachen. In dieser Studie gibt es allerdings noch keinen Anhaltspunkt, der auf
einen direkten Zusammenhang zwischen einer veranderten Regulation von NEMO und
der humanen Steatoseentwicklung hinweist.

In Folgestudien ware es zudem wichtig, stark fibrosierte bzw. zirrhotische Gewebe in
die Untersuchung einzubeziehen, da sie die haufigste Entstehungsgrundlage eines
HCC sind. Im Rahmen dessen kann NEMO erneut auf seine Fahigkeit als Tumormarker
getestet werden. Entscheidend ist, dass die Untersuchung eindeutig zeigen kann, ob
NEMO die Zirrhose oder das HCC detektiert. Um eine Aussage treffen zu kénnen, ist

der Vergleich mit tumorfreien zirrhotischen Lebergeweben essentiell.

Insgesamt nimmt NEMO eine Schlisselrolle in der Tumordifferenzierung ein. Zukinftige
Studien werden zeigen, welcher genaue Mechanismus dahinter steckt und ob sich
NEMO als diagnostischer Marker eignet oder ein mdglicher therapeutischer

Angriffspunkt ist.
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