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Anmerkung zur Zelllinie Hepa1-6 P2

Aufgrund des variablen Anwachsens der murinen Hepatomzelllinie Hepa1-6 in
C57BL/6 Mausen nach subkutaner Injektion wurde ein erfolgreich etablierter
subkutaner Tumor explantiert, vereinzelt und erneut in vitro kultiviert. Diese
Passagierung wurde ein zweites Mal wiederholt und die Zelllinie Hepa1-6 P2
benannt. In den [In-vitro-Versuchen zeigte sich, dass sich diese Zelllinie
bezuglich der Aktivierbarkeit mit RIG-I-Liganden analog zu den ursprunglichen
Hepa1-6 Zellen verhalt.

Aktuelle Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe stellen jedoch in Frage, ob
Hepa1-6 P2 Zellen hepatischer Abstammung sind. Das Genexpressionsprofil
von Hepal-6 P2 unterscheidet sich in wesentlichen Punkten von der
ursprunglichen Zelllinie (Fehlen von Albumin- und AFP-Expression). Die exakte
Zuordnung des Expressionsprofils ist noch nicht abgeschlossen. Die
Ergebnisse der In-vivo-Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit, die mit

Hepa1-6 P2 Zellen erfolgten, mussen unter diesem Aspekt betrachtet werden.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hepatozellulares Karzinom: Epidemiologie

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der haufigste primare maligne
Lebertumor. Es ist gekennzeichnet durch ein aggressives Wachstum, sowie
eine schlechte Prognose (Venook et al. 2010). Weltweit ist es der
sechsthaufigste Tumor, wobei Manner mit einem Verhaltnis von 2,4:1 ofter
betroffen sind als Frauen. Das HCC stellt die zweithaufigste tumorassoziierte
Todesursache mit jahrlich Uber eine halbe Millionen Todesfallen dar. Mortalitat
und Inzidenz stimmen nahezu dberein (IACR-GLOBOCAN 2012,
Parkin et al 2005). Die Neuerkrankungsrate zeigt dabei eine grofRe
geographische Variabilitat. Interessanterweise treten 85 % der Erkrankungen in
Entwicklungslandern auf. Dahingegen ist die Inzidenz in Deutschland, Kanada
und Skandinavien mit weniger als 8 pro 100.000 Personen relativ gering
(IACR-LOBOCAN 2012, Parkin et al. 2005, Gomaa et al. 2008).

Weltweit ist zu beobachten, dass das HCC meist auf der Grundlage einer
Leberzirrhose entsteht. Erkrankungen, die eine Leberzirrhose begunstigen,
stellen somit wesentliche Risikofaktoren flr das HCC dar (Fattovich et al. 2004).
Man geht davon aus, dass 50 bis 80 % der HCC-Patienten weltweit HBV
infiziert sind. Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ebenso ein Risikofaktor des HCC
und ist mit 10 bis 25 % der Falle assoziiert (Venook et al. 2010). Die viralen
Hepatitiden stellen somit den groRten — direkten und indirekten — Risikofaktor
des HCC dar (Venook et al. 2010, Gomaa et al. 2008, Seeff et al. 2006).

In der westlichen Welt, wo virale Hepatitiden seltener vorkommen, sind weitere
Risikofaktoren zu nennen (Simonetti et al. 1991). Insbesondere der exzessive
chronische Alkoholabusus stellt hier eine wesentliche Ursache fur die

Entstehung des HCC dar. Als weitere bedeutende Risikofaktoren in der



Einleitung 2

westlichen Welt sind Adipositas und Diabetes mellitus zu nennen (Davila et al.
2005). Weitere mogliche Ursache der Hepatokarzinogenese ist das Pilzgift
Aflatoxin des Genus Aspergillus (Gomaa et al. 2008). Auch bestimmte
Stoffwechselerkrankungen kénnen die Entstehung eines HCC beglnstigen.
Hierzu zahlen der Alpha-1-Antitrypsinmangel (Zhou et al. 2000), die hepatische
Porphyrie (Andant et al. 2000) und insbesondere die Hamochromatose
(Fargion et al. 1994).

Die Zahl der Neuerkrankten steigt mit zunehmenden Alter stetig
(Parkin et al. 2005, Gomaa et al. 2008). In den letzten zwei Jahrzehnten konnte
eine steigende Inzidenz in Australien, Zentraleuropa, Grofbritannien und
Nordamerika verzeichnet werden (Bosch et al. 2004). In den USA hat sich
zwischen 1975 und 2005 die Zahl der HCC-Falle verdreifacht. Die Pravalenz
des HCC soll erwartungsgemal ab 2015 bis 2020 steigen und dann ein Plateau
erreichen. Wahrend die bessere Pravention und Behandlung der viralen
Hepatitiden deren Auswirkungen als Risikofaktoren verringern, werden
voraussichtlich Adipositas und Diabetes mellitus eine starkere Rolle spielen
(Venook et al. 2010). Alleine in Deutschland werden jahrlich tber 8600 Falle
registriert (Robert-Koch-Institut 2015).

1.2 Hepatozellulares Karzinom: Therapie & Pravention

Der Tumor ist rasch progredient, oft rezidivierend nach Therapie und die
verschiedenen Therapiemdoglichkeiten zeigen nur eine moderate Wirksamkeit.
Patienten  profiteren am meisten von radikalen Eingriffen, wie
Lebertransplantation, Leberresektion, sowie perkutanen Interventionen
(Bruix et al. 2002). Zurzeit finden die primare Resektion, Lebertransplantation,
Radiofrequenz-Thermoablation (RFA), die transarterielle Chemoembolisation
(TACE) und der Multi-Kinase-Inhibitor Sorafenib klinisch Anwendung.

Die Mehrzahl der HCC-Falle werden im fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert, wodurch die Therapieoptionen deutlich eingeschrankt werden
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(Bialecki et al. 2005, Llovet et al. 2003). Die primare Resektion und die
Lebertransplantation sind die einzigen Verfahren mit kurativer Aussicht bei
einem Flnf-Jahresuberleben von Uber 70 %. Jedoch ist eine primare Resektion
aufgrund der durchschnittlich spaten Diagnosestellung in vielen Fallen nicht
mehr moglich. Die Lebertransplantation ist bei steigender Zahl potentieller
Organempfanger in ihrer Verfugbarkeit limitiert (DSO 2015). Llovet et. all konnte
in einer Phase Il Studie zeigen, dass das Uberleben von Patienten mit
fortgeschrittenem HCC mittels Sorafenib-Therapie im Vergleich zur Placebo-
Kontrolle von 8 auf 11 Monate verlangert werden konnte (Llovet et al. 2008).
Der Nutzen einer Ziel-gerichteten Therapie ist also eher moderat. Zudem
kommt die Therapie bei Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose nicht mehr
in Frage. Es besteht somit flr die meisten Patienten keine zufriedenstellende
Therapie fur das fortgeschrittene HCC. Die engmaschige Beobachtung von
Risikopatienten ist die wirksamste Strategie, um zumindest Patienten in einem

frlhen, prognostisch gunstigeren Stadium zu diagnostizieren (Bruix et al. 2002).

Die Pravention und Behandlung der viralen Hepatitiden als wesentliche
Risikofaktoren ist unterschiedlich erfolgreich. Die bis vor kurzem erfolgte
Therapie des HCV durch pegylierte Interferone und Ribavirin zeigte nur eine
geringe Effektivitat bei hoher Toxizitat. Neuere direkt wirksame Substanzen
wurden in den letzten Jahren zugelassen und zeigen vielversprechende
Ergebnisse. Jedoch ist zu erwahnen, dass die bisherige Erfahrung mit diesen
Medikamenten, insbesondere bezlglich der Verhinderung des Auftretens von
HCC, limitiert ist. Welchen Einfluss sie auf das HCC hat, muss zukinftig

evaluiert werden (Gonzalez-Grande et al. 2016).

Die systematische Einfuhrung von HBV-Impfungen zeigte dagegen bereits,
dass die HCC-Inzidenz regional signifikant reduziert werden konnte. Jedoch
treten die Mehrzahl der HCC-Falle in Entwicklungslandern auf, in denen aus
diversen Grunden eine flachendeckende Etablierung solcher Impfprogramme
bisher nicht moglich war (Beasley 2009, Chang et al. 1997). Somit besteht trotz

der zur Verfigung stehenden Therapieoptionen flir das HCC nur ein moderater
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Behandlungserfolg. Die Erforschung neuer Behandlungsmethoden ist dringend

erforderlich.

1.3 Immuntherapie des hepatozellularen Karzinoms

Da die Leber im Rahmen ihrer Stoffwechselaufgaben einem kontinuierlichen
Immunstimulus ausgesetzt ist, besitzt sie bereits im physiologischen Zustand
Mechanismen, um eine Uberschielende Immunantwort zu vermeiden.
Chronische Infektionszustande verstarken dieses immunsuppressive Milieu,
was letztlich zur Entstehung des HCC beitragt (Protzer et al. 2012). Die
genauen Ursachen der Immuntoleranz des HCC sind noch nicht geklart.
Deutlich ist jedoch, dass das HCC eine ausgepragte Immunsuppression
aufweist (Zhang et al. 2010, Ormandy et al. 2005). Aktuelle Studien legen nahe,
dass immunmodulatorische Verfahren in der Therapie des HCC aussichtsreich
sein kénnten (Duffy et al. 2015, Hong et al. 2014, Gao et al. 2014, Sangro et al.
2013, Avella et al. 2012).

1.3.1 Stand der Forschung

Die Verwendung von rekombinantem, humanem Interferon-a (IFN-a.) war einer
der ersten immuntherapeutischen Ansatze zur Therapie des HCC. Dies ist auf
die Erfahrungen in der Behandlung der viralen Hepatitiden zurlckzufuhren.
Mehrere klinische Studien wurden durchgeflhrt und ergeben eine gemischte
Datenlage, wobei fur bestimmte HCC-Subpopulationen positive Ergebnisse
gezeigt werden konnten (Chen et al. 2012, Llovet et al. 2000). Weitere
immuntherapeutische Verfahren, wie zum Beispiel die Tumorimmunisierung
oder der adoptive Zelltransfer, wurden im Rahmen verschiedener Studien zum
HCC untersucht. Ein tumorspezifisches T-Zell-Epitop, welches in der
Tumorimmunisierung des HCC eine Rolle spielt, stellt das a-Fetoprotein (AFP)

dar (Bei et al. 2011). So konnte Grimm et al. im Mausmodell darlegen, dass
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durch die Immunisierung der Mause gegen AFP eine T-Zell-vermittelte
Immunantwort zur Tumorregression fuhrt (Grimm et al. 2000). Zwar konnte
Hong et al. zuletzt zeigen, dass durch die Optimierung des Epitops diese
Immunantwort weiter verstarkt werden kann, jedoch bleibt die T-Zell-vermittelte
Reaktion gegen den Tumor schwach (Hong et al. 2014). Eine weitere
Verbesserung dieser adaptiven Immunantwort ist Gegenstand aktueller

Untersuchungen.

Ein weiteres Verfahren, das zur Immuntherapie des HCC Anwendung findet, ist
der adoptive Transfer von Immunzellen. Dabei werden zum Beispiel T-Zellen
exvivo so modifiziert, dass sie einen tumorspezifischen, chimaren
Antigenrezeptor (CAR) exprimieren. Dieses Verfahren zeigt in der
Hamatoonkologie vielversprechende Ergebnisse und wird bereits in klinischen
Studien evaluiert (Maus et al. 2014). Eine chinesische Arbeitsgruppe konnte
zuletzt in einem HCC-Mausmodell die Effektivitat dieser Methode darstellen.
Durch die Gabe von CAR T-Zellen, die gegen das HCC-spezifische Antigen
GPC3 gerichtet sind, kam es zu einer erheblichen Reduktion des
Tumorvolumens. Trotz der erhofften hohen Tumorspezifitat blieb diese relativ
gering, sodass die unerwunschten Wirkungen der Therapie eine Limitation
dieser Anwendung bleiben (Gao et al. 2014).

Doch auch neuere Verfahren, wie die Blockade von Molekllen, die eine gegen
den Tumor gerichtete Immunantwort inhibieren, sogenannte immune checkpoint
inhibitors, werden in der Therapie des HCC getestet. Die europaische
Arzneimittelzulassungsbehérde EMA hat bereits mehrere solcher Inhibitoren,
wie zum Beispiel Ipilimumab, Pembrolizumab und Nivolumab, zur Therapie des
Melanoms zugelassen. Nivolumab wurde zudem kurzlich auch zur Therapie des

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms zugelassen.

Einige dieser Antikdrper befinden sich auch zur Behandlung des HCC in
klinischen Studien. Tremelimumab ist ein humaner, monoklonaler Antikorper,

der die Wirkung von cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA4)
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abschwacht. Sangro et al. konnte in einer Phase Il Studie nachweisen, dass die
intravendsen Gabe von Tremelimumab bei Patienten mit fortgeschrittenem
HCC bei HCV-Infektion und noch gut erhaltener Leberfunktion eine antivirale
und antitumorale Wirkung induziert. Uber 70 % der Patienten sprachen auf
diese Therapie an. Inwiefern dieser Antikorper Einfluss auf Tumorprogression
und Gesamtuberleben hat, bleibt Ziel aktueller Untersuchungen (Sangro et al.
2013).

Die bisherige Studienlage zur Immuntherapie des HCC legt nahe, dass die
Kombination von immuntherapeutischen mit anderen Verfahren die
antitumorale Wirkung potenzieren kann. So konnte zum Beispiel die
Arbeitsgruppe um Avella et al. die Effektivitat eines chemo-
immuntherapeutischen Ansatzes prasentieren. Es konnte im Mausmodell
gezeigt werden, dass der Transfer von Tumorantigen-spezifischen
CD8" T-Zellen in Kombination mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib zu einer
Eradikation des Tumors sowie voller Remission Uber 12 Monate fuhrte
(Avella et al. 2012).

Auch die Kombination von Immuntherapie mit Kklinisch etablierten
Behandlungsmethoden zeigt vielversprechende Ergebnisse. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass nach TACE und RFA eine tumorgerichtete Immunantwort
induziert wird (Nobuoka et al. 2012). Duffy et al. evaluierte in einer Phase /Il
Studie die Kombination von Tremelimumab mit TACE oder RFA bei Patienten
mit fortgeschrittenem HCC. Dabei konnte eine Infiltration von Immunzellen ins
Tumorgewebe dargestellt werden, sowie das klinische Ansprechen dieser
Therapie mit einer Verzogerung der Tumorprogression (Duffy et al. 2015).
Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass in zahlreichen Studien
erfolgsversprechende Strategien prasentiert wurden, um die Immunsuppression
des HCC zu uberwinden und so zur Tumorrkontrolle zu flhren. Die
Immuntherapie halt also aussichtsreiche Behandlungsmaglichkeiten in der

Therapie des Leberkarzinoms bereit.
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1.3.2 Immuntherapie mit Liganden von RIG-l like Helikasen

Es wurden bereits verschiedene immuntherapeutische Verfahren prasentiert.
Eine weitere, wirkungsvolle Methode um das Immunsystem gegen den Tumor
zu richten, ist es eine virale Infektion der Tumorzellen nachzuahmen. Das
angeborene Immunsystem verfugt uber Mechanismen, die pathogene
RNA-Viren im Zytosol erkennen und eine antivirale Immunantwort, sowie
Apoptose auslosen konnen. Verantwortlich fir diesen Mechanismus sind
ubiquitar exprimierte Retinoic acid-inducible gene | (RIG-) like helicases (RLH)
(Schmidt et al. 2011). Aktiviert man gezielt diese zytosolischen
Immunrezeptoren mit bestimmten RNA-Molekulen in Tumorzellen, wird eine
IFN-gesteuerte Immunantwort induziert, die zur Tumorregression fuhren kann

(van den Boorn et al. 2013).

1.3.2.1 Wirkungsweise der RIG-I-like-Helikasen

Neben RIG-I gehort melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAS) zu der
Familie der RLH. RLH bestehen aus einer N-terminalen caspase-recruitment
domain (CARD) gefolgt von einer helicase domain und einer C-terminalen
regulatory domain (Abbildung 1). Die CARD-Domane ist zustandig fur die
Signalweitergabe und die Beibehaltung eines inaktiven Zustandes wahrend der
Abwesenheit von RLH-Liganden. Die helicase domain und die regulatory
domain sind zustandig fur die Bindung der RNA, sowie der Bewegung entlang
gebundener RNA (Schmidt et al. 2011). Das Protein laboratory of genetics and
physiology 2 (LGP2) gehort ebenso zur Familie der RLH, besitzt jedoch keine
CARD-Domane. Es ist somit nur indirekt an der Signalweitergabe beteiligt,
indem es die Aktivitat von RIG-I und MDAS5 reguliert. Die genaue
Wirkungsweise von LGP2 st bisher nicht abschlieBend erforscht
(Ahmad et al. 2015).
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RD helicase domain CARD

Abbildung 1: Aufbau von RLH-Rezeptoren. RNA-Virus-Infektionen werden Gber RLH erkannt,
die aus den Rezeptoren RIG-I, MDA5 und LGP2 bestehen. Alle RLH besitzen eine helicase
domain und eine regulatory domain (RD). Wahrend RIG-I und MDA5 jeweils eine caspase
recruitment domain (CARD) besitzen, fehlt diese bei LGP2. Abbildung modifiziert aus (Takeuchi
2012).

Eine doppelstrangige 5’-Triphosphat-modifizierte RNA mit einer Lange von
etwa 20 Nukleotiden (ppp-RNA) konnte als RIG-I-Ligand identifiziert werden
(Hornung et al. 2006). Ein entsprechender Ligand fur MDAS ist polyinosinic
polycytidylic acid (poly(l:C)), eine lange synthetische doppelstrangige RNA
(Schlee et al. 2009). Neuere Untersuchungen zeigen, dass ebenso eine
doppelstrangige 5°-Diphosphat-modifizierte RNA zu einer suffizienten RIG-I-
Aktivierung fuhren kann (Goubau et al. 2014). Wird der entsprechende Ligand
erkannt, bindet RIG-I beziehungsweise MDAS an das Adapterprotein
IFN-B promoter stimulator 1 (IPS-1) (auch bekannt als CARDIF, MAVS oder
VISA), welches sich in der auleren Mitochondrienmembran befindet
(Kawai et al. 2005). Diese Interaktion fuhrt zu einer Hochregulation von
Transkriptionsfaktoren, wie IFN regulatory factor 3 (IRF-3), IFN regulatory factor
7 (IRF-7) und nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
(NF-kB) (Abbildung 2).

Dies resultiert weiterhin Uber den mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Signalweg zur Expression von Typ | IFN, proinflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen, sowie weiterer IFN-stimulierter Gene (ISG) (Schmidt et al. 2011,
Besch et al. 2009). Des Weiteren fuhrt die Aktivierung der RLH Uber die
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Hochregulation proapoptotischer Proteine zur Induktion des intrinsischen
Apoptoseweges (Besch et al. 2009). Ferner konnte bereits gezeigt werden,
dass die Aktivierung von RLH zur vermehrten Expression von MHC-I und
CD95-Molekulen (auch bekannt als Fas) auf der Oberflache von Tumorzellen
fuhrt. Somit werden Tumorzellen empfindlicher gegenuber zytotoxischen
T-Zellen, die tumorspezifisch den Zelltod einleiten konnen. In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass dendritische Zellen, die RLH-induzierten
apoptotischen Tumorzellen ausgesetzt waren, ausreiften und in der Lage
waren, tumorspezifische Antigene zu prasentieren. Somit konnte dargestellt
werden, dass RLH-Liganden einen immunogenen Tumorzelltod auslosen
konnen, was letztlich auch 2zu einer adaptiven Immunantwort fuhrt
(Duewell et al. 2014).

Daruber hinaus ergaben jungste Studien Hinweise darauf, dass RIG-l und
MDA5 eine direkte Wirkung auf die virale RNA haben, indem sie mit viralen
Proteinen interferieren, wie zum Beispiel Replikationsmodulen oder Kapsiden.
Jedoch sind weitere Studien notwendig, um diese Proteine genau zu
identifizieren und ein weiteres Verstandnis Uber diesen Mechanismus und

dessen Regulation zu erlangen (Ahmad et al. 2015).

1.3.2.2 Tumorimmuntherapie mit RLH-Liganden

Tumorzellen sind sensibel fur die RLH-gesteuerte Induktion der Apoptose,
wohingegen gesundes Gewebe fahig ist, sich durch die Expression anti-
apoptotischer Proteine wie Bcl-xL vor der Aktivierung des intrinsischen

Apoptoseweges zu schutzen (Besch et al. 2009).
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Abbildung 2: RIG-l und MDAS5 Signalkaskade. Die ubiquitar exprimierten RNA-Helikasen
erkennen virale RNA von sich replizierenden Viren innerhalb des Zytosols. RIG-I und MDAS
besitzen jeweils eine caspase recruitment domain (CARD), die nach Erkennung viraler
Bestandteile mit Proteinen der dufleren Mitochondrienmembran, genannt IPS-1 (oder auch
MAVS, VISA, Cardif), interagieren. In Folge werden intrazelluldre Signalwege initiiert, die zu
einer Aktivierung von NF-kB und zu einer Phosphorylierung und Dimerisierung von IRF-3
fuhren. Dies fuhrt es zu einer Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Typ | IFN.

Ferner wurde bereits beschrieben, dass mittels RLH das immunsuppressive
Milieu eines Tumors umgewandelt werden kann. Durch die Aktivierung von
RLH, der Freisetzung von tumorspezifischen Antigenen und deren Prasentation
entsteht ein Milieu, das eine tumorgerichtete Immunantwort stimuliert und die
Infiltration von T-Zellen und weiteren Effektorzellen anregt. Daraus ergibt sich
eine Mdglichkeit der Tumorimmuntherapie, die bereits in praklinischen Studien

in verschiedenen Tumormodellen fir das Melanom, Ovarial- und
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Pankreaskarzinom erfolgreich evaluiert wurde (Besch et al. 2009,
Kubler et al. 2011, Ellermeier et al. 2013, Duewell et al. 2015). So konnte
unsere Arbeitsgruppe im murinen Pankreastumormodell durch die Aktivierung
von RLH eine deutliche Tumorregression als auch tumorantigen-spezifische T-
Zellen im  Tumorgewebe nachweisen. Zudem =zeigten sich im
Pankreastumormodell, dass erfolgreich therapierte Mause resistent gegenuber

einer zweiten Tumorinduktion waren (Duewell et al. 2014).

Inwiefern das HCC vulnerabel fur solch einen immuntherapeutischen Ansatz ist,
ist Gegenstand der derzeitigen Forschung und Ziel dieser Arbeit. Aktuelle
Studien legen nahe, dass RIG-I auch im HCC eine therapeutische Zielstruktur
sein kann (Hou et al. 2014, Liu et al. 2015). Es konnte bereits einen
Zusammenhang zwischen der Expression von RIG-I und der Prognose
bestimmter HCC-Patienten dargestellt werden. RIG-| ist in Unterformen des
HCC herunter reguliert. Eine geringe Expression von RIG-I korrelierte dabei mit

einem geringen Gesamtuberleben (Liu et al. 2015).

Ferner wurde bereits beschrieben, dass RLH durch IFN stimuliert werden. Im
Sinne einer positiven Ruckkopplung fihrt die Entstehung von IFN Uber die
RLH-Kaskade zur Hochregulation von RLH, ISG und zur Expression weiterer
Typ I IFN (Kang et al. 2004). Dies konnte auch im HCC-Modell bestatigt
werden. Eine IFN-Therapie des HCC konnte durch die Aktivierung von RIG-I
verstarkt werden. Insbesondere korrelierte die Hochregulation von RIG-I in den
Hepatomazellen mit verringerter Fahigkeit zur Invasion und Migration (Hou et
al. 2014). Dies legt nahe, dass die RIG-I-Expression und Aktivierung selbst
einen antitumoralen Effekt auf das HCC haben kann. Wie genau dabei RIG-I
Einfluss auf die Karzinogenese des HCC nimmt und ob der Effekt von im Tumor
vorhandenen RIG-I-Liganden abhangt, ist nicht abschlieRend geklart
(Hou et al. 2014, Liu et al. 2015).
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1.4 Genexpressionshemmung mittels RNA-Interferenz in der

Tumortherapie

Kurze nicht-kodierende RNA-Molekule (20-30 bp) nehmen physiologisch an der
Regulation der Genexpression teil, indem sie mit RNA interferieren. So kann in
eukaryotischen Zellen der zellulare Stoffwechsel beeinflusst werden und fremde
RNA abgewehrt werden (Jinek et al. 2009). Gelangt doppelstrangige RNA in
das Zytosol, so kann diese von der Ribonuklease Dicer zu sog. small interfering
RNA (siRNA) prozessiert werden (Bernstein et al. 2001). Diese siRNA bindet an
Proteine der Argonaute Familie und bildet somit den RNA-induced silencing
complex (RISC). Mithilfe dieses Komplexes kann die spezifische Sequenz der
siRNA einer komplementaren messenger-RNA (mRNA) zugefuhrt werden, was
letztlich zum Abbau der mRNA beziehungsweise zur Unterdrickung der

Translation kodierter Proteine fuhrt (Hutvagner et al. 2008).

Bisherige Studien zeigen, dass die Blockierung prokanzerogener
Signalkaskaden durch RNA-Interferenz (RNAI) erfolgreich zu einer zeitweiligen
Hemmung des Tumorwachstums fuhren kann (Ozcan et al. 2015).
RNAi-basierende Therapeutika fur das HCC wurden in Studien intensiv
untersucht (Xu et al. 2011). Die wesentlichen Zielstrukturen der RNAi im HCC
befinden sich in onkogenen Signalwegen und Genen, die eine Rolle bei der
Angiogenese und Metastasierung des Tumors spielen oder Genen, die durch
das HBV oder HCV exprimiert werden (Xu et al. 2011).

1.4.1 Die Tyrosinrezeptorkinase c-MET

Hepatocyte growth factor (HGF), auch scatter factor oder Hepatopoetin A, ist
ein multifunktioneller Wachstumsfaktor, dessen entsprechender

transmembraner Rezeptor die Tyrosinkinase c-MET ist. Dieser Rezeptor findet
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sich hauptsachlich auf Zellen epithelialer Herkunft, wie zum Beispiel der Leber,
der Niere, der Prostata, des Pankreas, des Muskels sowie des Knochenmarks
(Whittaker et al. 2010). Er wird aber auch auf Endothelzellen, Neuronen,
hamatopoetischen Zellen und Melanozyten gefunden (Peruzzi et al. 2006). Der
c-MET-Rezeptor ist ein Heterodimer, der nach Aktivierung durch HGF
dimerisiert und verschiedene intrazellulare Signalkaskaden wie MAPK, NF-kB,
Phosphoinositid-3-Kinasen/AKT (PI3K/AKT) und signal transducers and
activators of transcription (STAT) aktiviert (Garajova et al. 2015). Diese fuhren

zu Proliferation, Regeneration, Migration, Angiogenese und dem Fortbestand

HGF
I I c-MET
Tumorzelle

/N

MAPK STAT PI3K NF-xB
\
AKT

der Zelle.

C Tumorprogression, Metastasierung, Invasion & Angiogenese )

Abbildung 3: c¢-MET-Signalkaskade in einer Tumorzelle. Eine Mutation der
Tyrosinrezeptorkinase c-MET flhrt zur konstitutiven Dimerisierung und fortlaufender Aktivierung
der c-MET-Signalkaskade auch in Abwesenheit des Liganden Hepatocyte growth factor (HGF).
Dies flihrt U(ber verschiedene Kaskaden (MAPK, STAT, PI3K/AKT, NF-kB) zur
Tumorprogression, Metastasierung, Invasion und Angiogenese.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine c-MET-Defizienz (Knockout des
Rezeptors c-MET) zu einer erhdhten Anfalligkeit gegenuber Leberschaden fuhrt
und daruber hinaus die Leberregeneration verzogert (Nakamura et al. 2011).
Andere Signalkaskaden, die zum Beispiel durch epithelial-growth-factor-

receptor, insulin-like-growth-factor-1-receptor, RAF-kinase oder vascular-
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endothelial-growth-factor  aktiviert  werden, modulieren die c¢-MET-
Signalkaskade, sodass diese als Teil eines heterogenen Signalnetzwerkes
gesehen werden kann (Abbildung 3) (Blumenschein et al. 2012).

Der genaue Mechanismus der Aktivierung und Interaktion der einzelnen
Bestandteile ist bisher nicht endgultig geklart (Venepalli et al. 2013). Lorenzato
et al. konnte des Weiteren nachweisen, dass c-MET-Mutationen weniger in
primaren Tumoren auftreten als in Metastasen. Dies kann als Indiz gedeutet
werden, dass diese Mutation ein Zeichen der fortgeschrittenen
Tumordedifferenzierung ist (Lorenzato et al. 2002).

Humane HCC weisen in bis zu 48 % eine c-MET-Uberexpression auf, wobei
bezuglich genauer Zahlen Diskrepanz in der Literatur besteht. Unterschiedliche
Testmethoden, kleine Patientengruppen und die verschiedene Atiologie des
HCC fuhren moglicherweise zu heterogenen Angaben (Ueki et al. 1997,
Giordano et al. 2014). Das Vorliegen einer c-MET-Mutation fuhrt dazu, dass der
Rezeptor konstitutiv dimerisiert und es auch ohne Agonisten zu einer
fortlaufenden Aktivierung der c-MET-Signalkaskade kommt. Die Folge dessen
ist Tumorprogression, Metastasierung, Invasion, Angiogenese und erhdhte
Zellmotilitat (Venepalli et al. 2013). Ferner konnte Karagonlar et al. in vitro eine
Korrelation zwischen einer Sorafenib-Resistenz und einer erhdhten Aktivitat der
c-MET-Signalkaskade nachweisen. Die Unterbrechung des c-MET-Signalweges
fuhrte zum erneuten Ansprechen auf die Sorafenib-Therapie (Firtina
Karagonlar et al. 2016). Es lasst sich zusammenfassen, dass proonkogene
Veranderungen in der HGF/c-MET-Signalkaskade in einer Vielzahl solider
Tumoren vorgefunden werden und dass diese Alterationen zu einem
schlechteren klinischen Bild und geringerem therapeutischen Ansprechen

fuhren (Garajova et al. 2015).
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1.4.2 Unterbindung der c-MET-Signalkaskade als Therapie des HCC

Verschiedene Substanzen, die die c¢-MET-Signalkaskade im Tumor
unterbrechen, sind derzeit Gegenstand experimenteller, praklinischer und
klinischer Forschung. Diese bestehen aus monoklonalen Antikorper gegen HGF
oder c-MET, Tyrosin-Kinase-Inhibitoren, die selektiv auf c-MET wirken und
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren, die mehrere Zielstrukturen erfassen
(Garajova et al. 2015, Goyal et al. 2013).

Drei spezifische c-MET-Tyrosin-Kinase-Inhibitoren wurden in klinischen Phase
[I-Studien an Patienten mit fortgeschrittenem HCC evaluiert und haben sich als
vertraglich und sicher gezeigt: Foretinib, Cabozantinib und Tivantinib
(Yau TC 2012, Verslype et al. 2012, Santoro et al. 2013). Ein weiterer c-MET-
Tyrosin-Kinase-Inhibitor, INC280, befindet sich in einer klinischen Studie bei
HCC-Patienten mit dysreguliertem c-MET-Signalweg (NIH 2015). Von den
genannten Tyrosin-Kinase-Inhibitoren besitzt man die meiste Erfahrung mit
Tivantinib (Goyal et al. 2013).

Santoro et al. konnte in einer praklinischen Studie darlegen, dass die Gabe von
Tivantinib bei Patienten mit fortgeschritenem HCC und einer c-MET-
Uberexpression zu einer Verbesserung des Gesamtiiberlebens und
Verlangerung bis zur Tumorprogression fuhrt (Santoro et al. 2013). Dies
demonstriert, dass die Unterbindung der c¢c-MET-Signalkaskade eine
wesentliche Rolle in der Therapie des HCC spielen kann. Derzeit wird eine
klinische Phase [lI-Studie zur therapeutischen Wirkung von Tivantinib
durchgefuhrt (Abbadessa 2016).
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1.5 Dualer Therapieansatz durch 5’-Triphosphat-modifizierte
siRNA

Im Laufe der Zeit werden Tumoren oft durch zufallige Mutationen resistent
gegenuber Therapieansatzen, die sich auf eine einzige Zielstruktur
konzentrieren. Es wurde bereits verdeutlicht, wie die Kombination
verschiedener Immuntherapien am HCC zu einer Verstarkung des
antitumoralen Effektes fuhren kann. Hier soll nun ein weiterer kombinierter

Therapieansatz vorgestellt werden.

RNAI stellt wie oben beschrieben in der Therapie des HCC eine Madglichkeit
dar, um durch spezifische Genexpressionshemmung tumorfordernder Gene die
Tumorprogression aufzuhalten. Durch die Triphosphat-Modifikation am 5° Ende
solch einer siRNA (ppp-RNA) kann diese zugleich als RIG-I-Ligand dienen und
somit RNAi und die RIG-I-vermittelte Aktivierung des Immunsystems verbinden.
Die Bifunktionalitat einer solchen ppp-siRNA wurde bereits in vitro und in vivo in
verschiedenen Zelllinien und Tumormodellen erfolgreich demonstriert
(Ellermeier et al. 2013, Meng et al. 2014, Poeck et al. 2008).

Im murinen Pankreaskarzinommodell konnten diese kombinierten Effekte in
vivo bestatigt werden. Mause, die mit einer ppp-siRNA behandelt wurden, die
sowohl gegen TGF-B gerichtet ist als auch RIG-I aktiviert, zeigten im Vergleich
zu den jeweiligen Einzeltherapien ein prolongiertes Gesamtuberleben
(Ellermeier et al. 2013). Eine andere Strategie, die erfolgreich im Melanom-
Modell getestet wurde, war einer Bcl2-spezifische, triphosphatmodifizierte
siRNA. Poeck et al. konnte durch die Kombination beider Effekte eine starkere
Tumorregression darstellen als durch die Expressionhemmung des
antiapoptotischen Bcl2 oder der RIG-I-Aktivierung alleine (Poeck et al. 2008).

In dieser Arbeit soll eine gegen c-MET gerichtete ppp-siRNA evaluiert werden
(ppp-c-MET). Das Einbringen dieser ppp-c-MET in HCC-Zellen soll einerseits
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uber die 5’-Triphosphatmodifikation den RIG-I-Signalweg aktivieren und
andererseits die Translation von c¢-MET unterdriucken (Abbildung 4).
Darzustellen in welcher Art und Weise die Verbindung dieser beiden Funktionen
in einer ppp-siRNA antitumorale Effekte beim HCC induzieren kann, ist Ziel

dieser Arbeit.

Zytosol e

/ \ Mitochondrium

RISC

mMRNA

3Rlsc

Genexpressions
-hemmung

Proinflammatorische Zytokine
Nucleus I—PTyp I Interferone

‘LM

Abbildung 4: 5’-Triphosphat-modifizierte siRNA und zelluldre Wirkungsweise. Es werden
zwei mogliche Prozessierungen einer bifunktionellen ppp-siRNA illustriert. Rechts ist dargestellt,
wie durch die 5-Triphosphatmodifikation die ppp-siRNA von RIG-I erkannt wird und folglich
intrazellulare Signalwege initiiert werden, die via NF-kB und Phosphorylierung von IRF-3 zu
einer Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Typ | IFN flihren. Links in der
Abbildung ist dargestellt, wie die siRNA von Dicer prozessiert wird und mithilfe von RISC eine
Degradierung der komplementarer mRNA letztlich zur Genexpressionshemmung fihrt.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll die Wirkungsweise einer selbstgenerierten bifunktionellen
ppp-siRNA gegen c-MET (ppp-c-MET) in der Behandlung des HCC in vitro,
sowie in vivo im murinen, orthotopen Leberkarzinommodell evaluiert werden.

Dabei soll Folgendes untersucht werden:

e Funktionalitat von RIG-I| in murinen HCC-Zelllinien

e Einfluss von RIG-I-Liganden auf die Vitalitat der HCC-Zellen

e Genexpressionshemmung von c-MET mittels RNAI

e Generierung einer bifunktionellen ppp-siRNA gegen c-MET (ppp-c-MET)

e Evaluierung der ppp-c-MET in vitro und in vivo im HCC-Mausmodell
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Ausstattung

BD FACS Canto Il

Blotting System

COy-Inkubator fur Zellkultur (BD 6220)
Eismaschine

ELISA reader (Mithras LB940)

FACSCanto Il
Gel-Elektrophorese-System
Inverses Lichtmikroskop
Klhlgerate(4°C, -20°C)

Laminar Flow fur Zellkultur

LightCycler® 480 Real-Time PCR System
Mikroskop Axiovert25 and Axiovert200M
Mikroskop TCS SP5 Il

Mithras LB940 Plattenlesegerat

Multifuge 3L-R

NanoDrop® 2000c
Neubauer-Zahlkammer Optik
Nitrozellulosemembran
Amersham™-Hybond™-ECL
Photometer: Ultrospec 3000 pro
Rotator RM5

Schuttler

TiefkUhlschranke (-80°C)
Thermocycler T3
Thermomixer

Vortex VF2

BD Biosciences, USA
Bio-Rad, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Ziegra, Deutschland
Berthold Technologies,
Deutschland

BD Bioscience, Deutschland
peqlLab, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Bosch, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Roche, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Leica, Deutschland

Berthold Technologies,
Deutschland

Heraeus, Deutschland
ThermoScientific, Deutschland

Labor Frischknecht, Deutschland

GE Healthcare, UK

Pharmacia Biotech, USA
Karl Hecht AG, Deutschland
NeolLab, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Biometra, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Janke & Kunkel, Deutschland
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Vortex Genie 2

Waage (LP 6209)

Waage (SBC 21)

Wasserbad
Wasser-Deionisierungsmaschine SG

Western Blot Analyzer LAS4000 mini
Zentrifuge 5424

Zellkultur Lamina Flow

Zentrifuge (Multifuge 3L-R)
Zentrifuge (5424 and 5415R)
Skalpel (No.22)

Nahtfaden (Prolene 5-0)

Bender & Hobein AG, CH
Sartorius, Deutschland

Scaltec Instruments, Deutschland
Kottermann, Deutschland

Reinstwasser-Systeme,
Deutschland

GE Healthcare, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Thermo Scientific, Deutschland
Thermo Scientific, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Feather, Japan

Ethicon, USA

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Aqua ad injectabilia

Ammoniumacetat

Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroform

Kollagenfolie

DAPI Nuclear Counterstain
Dimethylsulfoxide (DMSO)

DC Protein Assay (Bradford)
Dorbene

Phosphate-buffered saline (PBS) (1x)
Elisa Substrat Reagent A/B

Erylyse

Ethanol
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
FACSFlow, FACSSafe

Flumazenil

Interferon-y (IFN-y)

Interferon-f (IFNB)

In vivo-JetPEI™

Braun Melsungen AG,
Deutschland

Life Technologies, Deutschland
Sigma Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland

Resorba, Deutschland
ThermoScientific, USA

Sigma Aldrich, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland

Pfizer, USA

Lonza, Belgien

BD Pharmingen, USA

Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Becton Dickinson, Deutschland
Inresa, Deutschland
Immunotools, Deutschland
Immunotools, Deutschland
Polyplus transfection, USA
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Isofluran (Forene®)
Isopropanol (70 Vol %)

KAPA PROBE FAST Universal
gPCR Master Mix

Katalase

Lipofectamine ™MRNAIMAX
Methanol

Milchpulver

Midazolam

Nalaxon

Natriumazetat

PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder
Phenol-Chlorofrom-lsoamylalkohol
Primer Probe Mix (10x)
Propidium-lodid
Schwefelsaure (H2S0O4, 2N)

Temgesic (Buprenorphin)
TMB Substrate Reagent Set
Trypan-Blau

Trypsin-EDTA (10x)
Turbo-DNAse

Tween® 20

2-Mercaptoethanol

VECTASHIELD® Mounting Medium

Zelllysispuffer (10x)

Abbott, Schweiz

Apotheke Innenstadt, LMU
Munchen

peglab, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Merck, Deutschland

Roth, Deutschland
Ratiopharm, Deutschland
Inresa, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Thermo Scientific, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland
Roche, Deutschland
PharMingen, USA

Apotheke Innenstadt, LMU
Munchen

RB Pharmaceuticals, UK
Becton Dickinson, Deutschland
Sigma Aldrich,Deutschland
PAA, Osterreich
life-technologies, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth Gmbh, Deutschland
Vector Laboratories, USA

Cell Signaling Technology, USA
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2.1.2.1 Puffer

Western Blot-Puffer

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS)

Sodium dodecyl! sulfate (SDS)

Separations-Puffer (4x, pH 8.8)

1.5 M Tris
14 mM SDS
in 1 | ultrareinem Wasser

Transfer-Puffer (20x)
198 mM Tris

2 M Glycin

in 1 | ultrareinem Wasser

Puffer zum Blocken
5% BSA in TBST

FACS-Puffer

2 mM EDTA

2 % FBS

0,1 % NaN3 in PBS

2.1.3 Zellkulturmaterialien und —medien

B-Mercaptoethanol
Bepanthen®-Salbe
Bovines Serum-Albumin (BSA)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM), high glucose

Lauf-Puffer (10x)

248 mM Tris
1.92 M Glycin
35 mM SDS

in 11 ultrareinem Wasser

Transfer-Puffer (1x)

20 x Stock

10 % MeOH

in 1 | ultrareinem Wasser

Waschpuffer (TBST)
165,9 mM Tris-HCI
445 mM Tris

1,5 M NaCl

0,5 % Tween 20

Roth, Deutschland

Bayer Vital GmbH, Deutschland
Gibco BRL, GB

Lonza, Belgien
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Dulbecco’s PBS (1x)
Eppendorfgefale /Safe-Lock Tubes
Fetales Kalberserum (FCS)
GENTA-FOIL resorb®

Laborhandschuhe

L-Glutamin (200 mM)
Minimum-essential-medium-
non-essential amino acids (MEM-NEAA)
Natriumpyruvat

PCR-Tubes

Penicilline/Streptomycin (100 x)

Pipettenspitzen

Polystyrene roundbottom Tubes
Opti-MEM ®

Zellkulturflaschen 175 cm®/ 75 cm®
Zellkulturplatten: 96-/ 12-/ 24- | 48-
Well-Flachboden
96-Well-Rundboden
96-Well-ELISA-Platten

Lonza, Belgien
Eppendorf, Deutschland
Life Technologies, Deutschland

RESORBA Medical GmbH,
Deutschland

Sempermed, Osterreich
PAA, Osterreich
Life Technologies, Deutschland

Biochrome, Deutschland
Biozym, Deutschland
PAA, Osterreich

Sarsted, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Gilson, USA

Dickinson, CA, USA

Life Technologies, Deutschland
Greiner, Deutschland

Becton Dickinson, CA, USA

Greiner, Deutschland
Costar, USA

Weitere Plastikmaterialien fur die Zellkultur wurden von den Firmen Becton
Dickinson (Le Pont de Claix, F), BibbySterrilin (Stone, Staffordshire, GB),

Falcon (Heidelberg, D) und Greiner (Frickenhausen, D) bezogen.
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2.1.4 Nukleinsauren

2.1.4.1 Ribonukleinsauren

siRNA Sequenz (5° zu 3Y)

Unternehmen

GUG CUG UGA AAU CCU UAA ACU CHA

OH-c-MET GUU UAA GGA UUU CAC AHC AC (44)

Eurofins MWG
Operon,Deutschland

GCG CUA UCC AGC UUA CGU A (dTdT)

OH-RNA (19)

Eurofins MWG
Operon,Deutschland

2.1.4.2 Desoxyribonukleinsauren

DNA-Template Sequenz (5° zu 3Y)

Unternehmen

GTC CTG TGA AAT CCT TAA ACT CGA
ppp-c-MET GTT TAA GGA TTT CAC AGC ACT ATA
GTG AGT CGT A (58)

Eurofins MWG
Operon,Deutschland

TAC GTA AGC TGG ATA GCG CTATAG

RNA TGA GTCG (31)
ppPp-

Eurofins MWG
Operon,Deutschland

DNA-Templates zur In-vitro-Transkription der Triphosphat-modifizierten RNAs.

2.1.4.3 Primer zur gRT-PCR

Gen Spezies Sequenz (‘5 nach 3’)

F: CTA AGG CCA ACCC GTG AAAAG
B-Actin murin

R: ACC AGA GGC ATA CAG GGA CA

F: GCT CTG GAG GAC AAG ACCAC
c-MET murin

R: TTCTGC TACACCGTCAGCTTT

F: CAC AGT GTC AAT GCCTCC AA
RIG-I murin

R: TTG CTG ACC CAG AAGATG G

F: CACCTG CAATTC CAAAATCTTA
MDAS murin

R: CTATTAACCGTG TTCAAAACATGAA

F: ACT GCCTTT GCC ATC CAA
INF-B murin

R:CCC AGT GCT GGA GAA ATT GT

Die Primer sind fiir beide Strange angegeben (F=forward, R=reverse).
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2.1.5 Kits

Bio-Rad Protein Assay

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
CXCL10 ELISA Kit, murin

Cell Trace™ CFSE Cell Proliferation Kit
HiScribe™ T7 In-Vitro-Transcription Kit
In Situ Cell Death Detection Kit

LC 480 Probes Master gRT-PCR Kit
peqGOLD Total RNA Kit

Protoscript First Strand DNA
Synthesis Kit

RevertAid™ First strand cDNA
Synthesis Kit

2.1.6 Antikorper

Bio-Rad, Deutschland
Promega, Deutschland

R&D Systems, UK

Life Technologies, Deutschland
New England Biolabs GmbH
Roche Diagnostics, Deutschland

Roche Diagnostics, Deutschland

peglab, Deutschland

New England Biolabs,

Deutschland

Thermo Scientific, USA

2.1.6.1 Primare und sekundare Antikorper fur das Western Blotting

Spezifitat Spezies Molekulargewicht Unternehmen
B-Actin Kaninchen 45 kDa Cell Signaling
Anti-rabbit 1gG- :
HRP Ziege - Santa Cruz
c-MET Kaninchen 145 kDa (B- Santa Cruz
Subunit)
p-IRF-3 Kaninchen 45-55 kDa Cell Signaling

2.1.6.2 Antikorper und Reagenzien zur Durchflusszytometrie

Spezifitait | Fluorochrom | Spezies/Isotyp Klon Konzentration Unternehmen
Annexin V FITC rekombinant - Immunotools
Huhn
AF6- .

MHC-I APC mouse/lgGa, 88.5 BioLegend
Propidium .

lodid - - PharMingen

CD95 FITC Hamster IgG, Jo2 BDPharmingen

APC: Allophycocyanine;

chlorophyll-protein complex.

FITC: Fluorescine-5-isocyanate; PE:

Phycoerythrine;

PerCP: Peridinin-
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2.1.7 Software

Adobe Photoshop CS4
Adobe lllustrater CS4
EndNote X4
FACSDiva

FlowJo 7.6.5
Graphpad Prism 5.0

Adobe Systems, USA
Adobe Systems, USA
Thomson Reuters, USA

BD Bioscience, Deutschland
ree Star, USA

Graphpad Software, USA

GSA Image Analyser GSA Gesellschaft fur
Softwareentwicklung und Analytik
mbH, Deutschland

LAS AF V2.21 Leica, Deutschland
Lightcycler 480 SW 1.5 Roche, Deutschland

2.2 Methoden

2.21 Zellbiologische Methoden & Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wachsen als Einzelschicht und sind adharent. Sie
wurden in 175 ml beziehungsweise 75 ml Kulturflaschen gehalten und in
Vollimedium (DMEM High Glucose Medium mit 10 % FCS, 1 %, 100 U/
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und 1 % 2 mM L-Glutamin) kultiviert. Mittels
Trypsin-EDTA wurden die Zellen abgel6st und in einer Neubauer Zahlkammer

nach einer Trypan-Blau-Ausschlussfarbung gezanhlt.

2.2.1.1 Hepa1-6 Tumorzellen

Diese murine Tumorzelllinie ist ein Derivat des BW7756 Hepatoms, das in einer
C57L Maus entstanden ist. Es wurde beschrieben, dass die Zellen bestimmte
leberspezifische Substrate sezernieren konnen (zum Beispiel Albumin,
Alpha1-Antitrypsin, Alphafetoprotein, Amylase). Die Verdopplungszeit betragt

ungefahr 30 Stunden. Diese Zelllinie wurde vom Leibniz-Institut, der Deutschen
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Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, in Braunschweig

erworben.

2.2.1.2 Hepa1-6 P2 Tumorzellen

Aufgrund des variablen Anwachsens der Hepatomzelllinie Hepa1-6 in C57BL/6
Mausen nach subkutaner Injektion wurde ein erfolgreich etablierter subkutaner
Tumor explantiert, vereinzelt und erneut in vitro kultiviert. Diese In-vivo-
Passagierung wurde ein zweites Mal wiederholt und die Zelllinie Hepa1-6 P2
benannt. In den in vitro Versuchen zeigte sich, dass sich diese Zelllinie
bezuglich der Aktivierbarkeit mit RIG-I Liganden analog zu den ursprunglichen
Hepa1-6 Zellen verhalt. Aktuelle Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe stellen
jedoch in Frage, ob Hepal1-6 P2 Zellen hepatischer Abstammung sind. Das
Genexpressionsprofil von Hepa1-6 P2 unterscheidet sich in wesentlichen
Punkten von der urspringlichen Zelllinie (Fehlen von Albumin- und AFP-
Expression). Die exakte Zuordnung des Expressionsprofils ist noch nicht
abgeschlossen. Die Ergebnisse der in vivo Versuche im Rahmen der
vorliegenden Arbeit, die mit Hepa1-6 P2 Zellen erfolgten, missen unter diesem

Aspekt betrachtet werden (siehe Anmerkung auf S. 1lI).

2.2.1.3 Aussaat der Tumorzellen

FUr die Transfektion beziehungsweise Stimulation der entsprechenden Zellen
wurden diese auf verschieden grolien Kulturplatten ausgesat. 12 bis 24
Stunden wurde gewartet, sodass die Zellen die Moglichkeit hatten adharent zu
werden. Bei einer Konfluenz von 30 bis 50 % wurden die Zellen transfiziert. Die
entsprechenden Zellzahlen der einzelnen Tumorzelllinien pro Well sind der

folgenden Tabelle zu enthehmen.

Hepa 1-6 (P2) Zellzahl

6-well 200.000

12-well 100.000

24-well 20.000 bis 30.000
96-well 2.500
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2.2.1.4 Transfektion der Tumorzellen

Mit Hilfe des Transfektionsreagenzes Lipofectamine®RNAIMAX (Lipofectamine)
wurde die entsprechende RNA transfiziert. Durch Kreuztitration ergab sich ein
Verhaltnis von 2,5 yl Lipofectamine pro 500 ng RNA als empfehlenswert. Die
Transfektion erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers (Invitrogen,
Deutschland).

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA Isolation

Die RNA Isolation aus den Zelllinien wurde mittels des peqGOLD Total RNA
Isolation kit (PEQLAB, Deutschland) gemal® den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Letztlich wurde die an einer Isolationssaule gebundene RNA mit
50 yl RNAse-freiem Wasser eluiert und die Konzentration photometrisch mithilfe

eines Spektrophotometers (Nano Drop®) bestimmt.

2.2.2.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mithilfe des RevertAID’™™ First strand cDNA
Synthesis kit (ThermoScientific, USA) entsprechend den Angaben des
Herstellers durchgeflhrt. Die fir den Umschrieb verwendeten Reagenzien sind

der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Reagenzien (Konzentration) Menge
RNA 2000 ng
oligo(dT)g Primer (0,5 ug/ul) 1l
dNTP Mix (10 mM je Nukleotid) 2 ul
RNAse Inhibitor (20 U/ul) 1l
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1 ul
Reaktionspuffer (5x) 4yl
H,O 11 pl
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2.2.2.3 Quantitative Real-time-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Nach Transfektion des jeweiligen siRNA und Lipofectamine-Gemisches wurde
mithilfe der genannten Kits RNA isoliert und cDNA synthetisiert. Mit dem
LC 480 Probes Master gqRT-PCR Kit, sowie entsprechenden Sonden der Firma
Roche wurde an einem Light Cycler® 480 Instrument (Roche, Deutschland)
eine gRT-PCR durchgefihrt. Die verwendeten Reagenzien, sowie die
Gerateeinstellungen des qPCR-Cyclers sind in den folgenden Tabellen gelistet.
Als Detektionsformat wurde ,Mono Color Hydrolysis Probes“ gewahlt. Die

Analyse erfolgte mittels der LightCycler® 480 Software Version 1.5.

Reagenzien (Konzentration) Menge
KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix (2x) 5ul
Primer Forward (10 M) 0,2 pl
Primer Reverse (10 uM) 0,2 pl
Sonde (10 M) 0,1 ul
H,O 2,5yl
cDNA (50 ng/ul) 2yl
Programmbezeichnung Zyklen Temperatur [°C]
Inkubation 1 95
Amplifikation 45 60

Kdhlung 1 49

Die Primer wurden anhand der Universal Probes Library (Roche, Deutschland)
ausgewahlt und von MWG (MWG Eurofins, Deutschland) synthetisiert. Die
relative Expression wurde mittels der AAct Methode, normalisiert auf die B-Actin

Expression, bestimmt.

2.2.2.4 In-vitro-Transkription

Die 5’-Triphosphatmodifikation der siRNA wurde mittels einer [In-vitro-
Transkription (IVT) mithilfe des HiScribe™ T7 In-vitro-Transcription Kit (New

England Biolabs GmbH, Deutschland) erstellt. Die Synthese erfolgte gemaf
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den Angaben des Herstellers fur kurze Templates (50 bis 300 Nukleotide). Die
exakten Mengen und Reaktionszeiten werden im Folgenden ausfuhrlich
angegeben. Die DNA-Vorlagen wurden nach entsprechenden Leitlinien
entworfen und von Eurofins MWG Operon synthetisiert. Die verwendeten
Sequenzen sind unter 2.1.4.2 aufgefuhrt. Die Konzentration der RNA wurde
photometrisch  mithilfe des Nano Drop® erfasst. Die erfolgreiche
Triphosphatmodifikation wurde abschliefend anhand der CXCL10 Sekretion
und MHC-I Expression nach Transfektion der entsprechenden ppp-RNA in

Tumorzellen auf ihre Funktionalitat getestet.

Reagenzien Menge
DNA Hybridisierungspuffer 10 pl
T7 Promoter Primer 2 ul

Das DNA-Template wurde bis zur aquivalenten Menge des T7 Promoter Primer
hinzugegeben.

Reagenzien (Konzentration) Menge
Exo-minus Klenow DNA-Polymerase (10 U/ 2yl
dNTP Mix (2,5 mM) 2 pl
Klenow Fill-in Puffer (10x) 2 ul

Zuzuglich des DNA-Templates mit T7 Promoter Primer.

Reagenzien (Konzentration) Menge
H,O 8 ul
T7 Reaktionspuffer (10x) 4 ul
HMW Mix (20x) 2 ul
Ribonukleotidldsung (20x) 2yl
RNA-Polymerase 4yl

Zuzuglich des doppelstrangigen DNA-Templates.
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2.2.3 Methoden funktioneller Analysen

2.2.3.1 Enzym-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Zur Quantifizierung des l6slichen Proteins CXCL10 im TumorlUberstand oder im
Tumorlysat wurde das murine CXCL10 ELISA Kit (R&D Systems, UK) laut
Herstellerangaben verwendet. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch
mithilfe des Spektrophotometers Nano Drop® bei einer Wellenlange von 450 nm
bestimmt. Die untere Nachweisgrenze lag laut Herstellerangaben bei 2,2 pg/ml
fur murines CXCL10.

2.2.3.2 Proteingewinnung, SDS-PAGE und Western Blot

Mithilfe von Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) und Western Blot wurden Proteine aus Tumorlysaten nach ublichem
Standard der Grof3e nach aufgetrennt und auf eine Membran transferriert. So
konnte die Expression verschiedener Proteine der RLH-Signalkaskade, sowie
des Zielgens c-MET, auf Proteinebene dargestellt werden. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mittels des BCA-Assays (Bio-Rad, Deutschland).
Die Detektion der Proteine auf der Nitrozellulosemembran erfolgte mittels des
ECL Chemilumineszenzsubstrates in einem Western Blot Analyzer LAS4000

mini (GE Healthcare, Deutschland).

2.2.3.3 Durchflusszytometrie

Mithilfe der  Durchflusszytometrie  wurde  die Expression von
Oberflachenproteinen, wie zum Beispiel MHC-I auf Tumorzellen, analysiert.
Hierzu wurden die zu untersuchenden Zellen im Falle von adharenten in vitro
Kulturen zuerst mit Trypsin-EDTA abgelost und mit PBS gewaschen. Die so
erhaltenen  Einzelzelllsuspensionen  wurden anschlielend mit den
entsprechenden, fluoreszenzsgelabelten Antikérpern laut Herstellerangabe
inkubiert. Die jeweiligen Antikorper sind unter 2.1.6.2 gelistet. Es wurde das
Durchflusszytometer BD FACS Canto Il (BD Biosciences, USA) mit der
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entsprechenden Software BD FACSDiva verwendet. Die Auswertungen wurden

uber die Software FlowdJo Version 7.6.5 vorgenommen.

2.2.3.4 Annexin V-Propidiumjodid Assay

Es wurden mittels Durchflusszytometrie viable Zellen, frih-apoptotische Zellen
und nekrotische Zellen differenziert. Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten
Analysen wurden die Tumorzellen auf entsprechenden Wellplatten ausgesat
und 24 Stunden spater mit den verschiedenen siRNA transfiziert. Nach weiteren
48 Stunden wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA abgelést und mit PBS
gewaschen. Zur Detektion von frih-apoptotischen Zellen wurden die
Einzelzellsuspensionen mit FITC-konjugiertem Annexin V  Antikorpern
(Immunotools,  Deutschland) nach Herstellerangabe inkubiert.  Zur
Differenzierung der nekrotischen Zellen wurden die Zellsuspensionen mit
Propidium-lodid (BD PharMingen, USA) inkubiert. Die jeweiligen Antikérper und
Reagenzien sind unter 2.1.6.2 gelistet. Letztlich wurden die Zellen am
Durchflusszytometer BD FACS Canto Il (BD Biosciences, USA) analysiert. Die
Proben wurden als Duplikate angesetzt und neben unbehandelten Zellen wurde

ebenfalls eine Kontrolle, die keine Zellen enthalt, mitgefuhrt.

2.2.3.5 Analyse der CD95-Expression

Es wurde die Expression von CD95 auf Tumorzellen nach nach Transfektion
einer Triphosphat-modfizierten siRNA durchflusszytometrisch gemessen. Daflr
wurden die Tumorzellen ausgesat und 24 Stunden spater mit verschiedenen
siRNA transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen mit Trypsin-
EDTA abgelost und mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit
einem FITC-konjugiertem, CD95-spezifischen Antikérper (BD PharMingen,
USA) laut Herstellerangaben inkubiert. Der Antikorper ist unter 2.1.6.2 gelistet.
Letztlich wurden die Zellen am Durchflusszytometer BD FACS Canto Il (BD
Biosciences, USA) analysiert. Die Proben wurden als Duplikate angesetzt und
neben unbehandelten Zellen wurde ebenfalls eine Kontrolle, die keine Zellen

enthalt, mitgefuhrt.
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2.2.3.6 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Um die Vitalitat der Tumorzellen unter unterschiedlichen Bedingungen zu
bestimmen, wurde der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega,
Deutschland) verwendet. Die zu analysierenden Tumorzellen wurden nach
Transfektion mit verschiedenen siRNA in einer 96-Wellplatte 48 Stunden
inkubiert und anschlieRend der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay laut
Herstellerangabe umgesetzt. Die Fluoreszenz wurde vier Stunden nach Zugabe
der CellTiter-Blue® Reagenz bei einer Wellenlange von 560 / 590 nm
ausgelesen. Die Proben wurden als Duplikate angesetzt und neben
unbehandelten Zellen wurde ebenfalls eine Kontrolle, die keine Zellen enthalt,

mitgefuhrt.

2.3 In-vivo-Tumormodell

2.3.1 Versuchstiere und Haltung

Sechs Wochen alte, weibliche Mause vom Stamm C57BL/6 wurden von Janvier
(St. Berthevin Cedex, Frankreich) bezogen. Maximal sechs bis acht Mause
wurden artgerecht in einem Kafig gehalten. Die Versuchstiere wurden vor
Versuchsbeginn mindestens eine Woche in der Tierhaltung akklimatisiert. Die
Durchfihrung der Tierversuche wurde von der Regierung von Oberbayern
genehmigt (AZ: 55.2-1-54-2532-52-13). Die Versuche wurden gemafl den
Bestimmungen des Tierschutzgesetzes durchgefuhrt.

2.3.2 Injektion der Tumorzellen

FUr operative Eingriffe wurden die Mause mit 100 ul eines Narkosemix
intraperitoneal (i. p.) gespritzt. Das Austrocknen der Augen wurde mittels
Bepanthen®-Salbe (Bayer Vital GmbH, Deutschland) verhindert. Nach
Uberprifung der richtigen Narkosetiefe wurden Haut und Peritoneum im

Langsschnitt eréffnet und der linke Leberlappen hervorgebracht. Zur Injektion
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von Tumorzellen der Zelllinie Hepa1-6 P2 wurden diese mit Trypsin-EDTA
abgelost, dreifach mit PBS gewaschen und zu einer Einzelzelllosung
prozessiert. Es wurden 5x10° Zellen in einem Volumen von 30 pl PBS orthotop
in den linken Leberlappen langsam injiziert, sodass sich subkapsular ein lokal
begrenzter Tumor abzeichnete. Um diesen einzelnen Fokus in der Leber zu
erhalten und den RuUckfluss von Tumorzellen in den Peritonealraum zu
verhindern, wurde die Einstichstelle mit einer resorbierbaren Kollagenfolie
(GENTA-FOIL resorb®, RESORBA Medical GmbH) versiegelt.

Nach erfolgter Injektion wurden die Organe repositioniert und das Peritoneum
sowie Haut mit Prolene-Faden (Prolene 5-0, Ethicon, USA) wieder
verschlossen. Zur abschlieRenden Antagonisierung der Narkose wurden 100 pl
des entsprechenden Antidots i.p., sowie 100 ul subkutan (s.c.) injiziert. Die
Mause wurden bis zum Aufwachen unter einer Rotlichtlampe vor Unterkihlung

geschutzt und in den folgenden Stunden und Tagen engmaschig uberwacht.

Medikament Konzentration | Menge Wirkung

Narkosemix

Midazolam 5 mg/ml 10 mg Benzodiazepin, Sedation
Temgesic - :
(Buprenorphin) 0,3 mg/mi 0,3mg Opioid, Analgesie
Dorbene _
(Medetomidin) 1 mg/ml 0,2 mg a, adrenerger Agonist,

Sedation, Analgesie

Medikament Konzentration | Menge Wirkung

Antidot

Flumazenil 0.1 mg/ml 0.5 mg Benzodiazepin Rezeptor
Antagonist

Naloxon 0.4 mg/ml 1.2mg Opioid Antagonist

Antisedan i

(Atipamezol) 5 mg/ml 2.5mg 0, adrenerger Antagonist
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2.3.3 Injektion der siRNA

Die Injektion der entsprechenden siRNA erfolgte Uber eine Schwanzvene. Jeder
Maus wurde pro Injektion eine Menge von 50 ug beziehungsweise 25 ug siRNA
komplexiert mit der Transfektionsreagenz in vivo jetPEIT"’I (Peqlab,
Deutschland) laut Herstellerangabe injiziert. Die Zusammensetzung ist
folgender Tabelle zu entnehmen.

pro 100 ul RNA Ansatz Pro 100 pl jetPEI™ Ansatz
50 pl Glucose 10 % 50 pl Glucose 10 %
50ug siRNA 8 pl jetPEI™
ad 100 ul H,O steril ad 42 ul H,O steril

2.3.4 Ablauf der Tierversuche

In allen Versuchen konnten sich die Versuchstiere mindestens eine Woche in
der Tierhaltung akklimatisieren. Tag 0 wurde als der Tag der Tumorinjektion
deklariert. Nach sieben Tagen wurde das Anwachsen des Tumors kontrolliert.
Bei einer durchschnittlichen TumorgréRe von 25 mm? wurde mit den Versuchen
begonnen. Die Tiere wurden in die verschiedenen Behandlungsgruppen
randomisiert, sodass die durchschnittliche TumorgroRe in den einzelnen
Gruppen ubereinstimmte. Als Abbruchkriterien wurden definiert: eine
TumorgréRe von mehr 150 mm?, Ulcera, ein Gewichtsverlust tber 20 %, das
Auftreten von Aszites, auffalliges Sozialverhalten, Beeintrachtigung der Mobilitat
oder verringerte Nahrungs- beziehungsweise Flussigkeitsaufnahme. Sofern ein
Abbruchkriterium auftrat, wurde das Versuchstier unter Isofluranarkose durch

zervikale Dislokation getdtet.

Die erste Therapie wurde am siebten Tag intravends Uber die Schwanzvene
injiziert. Eine etwaige zweite Therapie folgte am zehnten Tag. 24 Stunden nach
der letzten therapeutischen Injektion wurde der Versuch durch zervikale
Dislokation abgebrochen. Die Tumoren wurden explantiert, vermessen und zur
weiteren Analyse aufgearbeit. Die TumorgroRe in situ wurde mit einer

Schiebelehre und mittels der Formel Tumorlange in mm mal Tumorbreite in mm
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vermessen. Das Volumen des Tumors wurde mit der folgenden Formel

berechnet:

Tumorvolumen in mm?3 = 3 XX Tumorlange x Tumorbreite x Tumorhohe in

mm.

2.3.5 Histologische Aufarbeitung der Tumoren

Nach operativer Entfernung des Tumors wurde dieser fir 24 Stunden in
Formalin fixiert. Die Tumoren wurden anschlielend nach laborublicher
Entwasserung und Entfettung mittels Xylol und einer Alkoholreihe in einem
Paraffinblock eingebettet. Nach Aushartung des Paraffins wurden mit einem
Mikrotom 3-5 pm dinne Serienschnitte angefertigt. Diese wurden bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Zur Farbung wurde das In Situ Cell Death
Detection Kit (Roche Diagnostics, Deutschland) laut Herstellerangabe
verwendet. Zur Zellkerndarstellung wurden die Schnitte mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid)
inkubiert. Die gefarbten Schnitte wurden letztlich mit VECTASHIELD®-Mounting
Medium  (Vector Laboratories, USA) abgedeckt und mit dem
Fluoreszenzmikroskop TCS SP5 Il (Leica, Deutschland) untersucht. Fluorescein
wurde bei einer Wellenlange im Bereich von 450 bis 500 nm angeregt und bei
einer Wellenlange von 515 bis 565 nm detektiert. DAPI wurde bei einer
Wellenlange von 340 nm angeregt und bei einer Wellenlange von 488 nm
detektiert.

Zur Analyse der Schnitte wurden diese digital im Format 1024 x 1024 Pixel
gespeichert und mithilfe der Bildanalysesoftware GSA Image Analyser (GSA
Gesellschaft fur Softwareentwicklung und Analytik mbH, Deutschland)
ausgewertet. Es wurde ein Raster mit der FeldgroRe 100 x 100 Pixel Uber die
Schnitte gelegt und manuell ausgezahlt. Dabei wurde ein Feld nur als
apoptotisch gewertet, sofern mehr als die Halfte der gezahlten Zellen innerhalb

der Flache in der entsprechenden Farbung aufleuchteten.
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2.4 Statistische Analysen

Die prasentierten Daten zeigen Mittelwerte + S.D (in vitro). Der S.E.M. wurde
bei den in vivo-Abbruchversuchen zur Darstellung der Tumorgréf3e dargestellt.
Eine Uberpriifung auf Normalverteilung wurde durchgefihrt. Als parametrischer
Test wurde der Student-t-Test verwendet. Als nicht-parametrischer Test wurde
der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die statistischen Analysen wurden mittels
der Software GraphPad Prism 5 ausgeflhrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als

signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 RIG-I-Aktivierung durch ppp-RNA in Hepatomazellen

Zunachst wurde untersucht, ob die murine Hepatomazelllinie Hepa1-6 eine
funktionsfahige RIG-I-Signalkaskade besitzt. Die Expression der zytosolischen
Helikasen RIG-I und MDAS in den Hepa1-6 Zellen wurde nach Gabe der
ppp-RNA mittels qRT-PCR analysiert. Es zeigte sich nach Transfektion der
ppp-RNA eine deutliche Hochregulation der RIG-I mRNA-Expression,
wohingegen die Transfektion einer unspezifischen Kontroll-RNA (OH-RNA) zu
keiner Hochregulation fuhrte (Abbildung 5A). Ebenso war eine Hochregulation
der MDA5 mRNA-Expression nach Stimulation mit der ppp-RNA zu
beobachten. Dies deutet auf eine Signalschleife hin, in der die Aktivierung von
RIG-I zu einer Produktion von Typ | IFN flhrt, die wiederum die Expression von
RLH induziert (Abbildung 5B) (Kang et al. 2004). Reprasentativ fur die Typ |
IFN Produktion zeigte sich nach ppp-RNA Transfektion eine Hochregulation von
IFN-B (Abbildung 5C).
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Abbildung 5: RLH-Signalkaskade in Hepa1-6 Zellen nach ppp-RNA Transfektion. A-C:
Transkriptionsanalyse mittels gqRT-PCR. Hepa1-6 Zellen wurden mit jeweils 500 ng/ml OH-RNA
beziehungsweise ppp-RNA transfiziert, nach 18 Stunden die mRNA isoliert und mittels qRT-
PCR analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. A: RIG-I mRNA Expression. B:
MDA5 mRNA Expression. C: INF-B mRNA Expression. Gezeigt sind reprasentative Daten aus
drei unabhangigen Versuchen (n=6). Die relative Expression wurde mittels AA Cp Methode
berechnet. Als Referenzgen wurde B-Actin herangezogen. D: Phosporylierung von IRF-3
(pIRF3). Hepa1l-6 Zellen wurden mit jeweils 1500 ng/ml OH-RNA beziehungsweise ppp-RNA
transfiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten lysiert. Die Expression von pIRF3 wurde mittels
Western Blot analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.

Ferner wurde die Phosphorylierung des Downstream-Elementes IRF-3 (pIRF-3)
in der RIG-I-Signalkaskade mittels Western Blot in den Hepa1-6 Zellen nach
ppp-RNA Transfektion nachgewiesen. Weder bei den unbehandelten noch bei
den Kontroll-RNA behandelten Zellen lie3 sich pIRF-3 nachweisen. Nach
Stimulation mit ppp-RNA war bereits nach zwei Stunden eine deutliche
Phosphorylierung von IRF-3 zu erkennen, welche nach 12 Stunden wieder
abnahm (Abbildung 5D).

Als nachstes wurden die funktionellen Auswirkungen der RIG-I-Aktivierung in
Hepa1-6 Zellen untersucht. Hierzu wurde im Uberstand der Tumorzellen nach
Transfektion der ppp-RNA das IFN-induzierbare Chemokin CXCL10 mittels
ELISA gemessen. Die Transfektion einer Kontroll-RNA hatte keine Auswirkung
auf die Konzentration von CXCL10, wohingegen bei ppp-RNA behandelten
Tumorzellen eine deutliche Sekretion von CXCL10 festgestellt werden konnte
(Abbildung 6). Dies lasst auf eine intakte IFN-Synthese der Tumorzellen

schlielRen.
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10

Abbildung 6: CXCL10-Konzentrationen im Uberstand
6 von Hepa1-6 Zellen. Zellen wurden mit jeweils 500 ng/ml
OH-RNA beziehungsweise ppp-RNA transfiziert. Nach 48
Stunden Inkubation wurde der Uberstand abgenommen und
mittels ELISA die CXCL10 Konzentration bestimmt. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind
2- Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen (n=6);
*p = 0,048.
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Es wurde beschrieben, dass die Aktivierung von RIG-I in Tumorzellen zu einer
Hochregulation des Todesrezeptors Fas (CD95) fuhrt (Meng et al. 2014). Die
Bindung des Fas-Liganden an CD95 fuhrt zur Induktion des extrinsischen
Apoptoseweges. Um diesen Effekt der ppp-RNA zu erfassen, wurde die CD95
Expression bei Hepa1-6 Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Dabei zeigte
sich eine dosisabhangige Induktion der CD95 Expression nach Stimulation mit
ppp-RNA. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle exprimierten bis zu 64 %
der ppp-RNA behandelten Tumorzellen CD95 auf ihrer Oberflache
(Abbildung 7A).
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Abbildung 7: CD95-Expression auf Hepal1-6 Zellen nach ppp-RNA Stimulation. Zellen
wurden mit verschiedenen Konzentrationen OH-RNA beziehungsweise ppp-RNA transfiziert.
Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit einem FITC-
konjugierten  Antikérper gegen CD95 gefarbt und mittels FACS analysiert. A:
Fluoreszenzintensitat CD95-positiver Hepa1-6 Zellen, die mit OH-RNA beziehungsweise ppp-
RNA transfiziert wurden. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD aus 2 Versuchen (n=3). B:
Histogramm von Hepa1-6 Zellen, die mit 500 ng/ml OH-RNA beziehungsweise ppp-RNA

transfiziert wurden.

3.2 Einfluss von RIG-I-Aktivierung auf die Vitalitat der

Hepatomazellen

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die RIG-I Aktivierung mit ppp-RNA auf
die Vitalitat der Hepatomazellen auswirkt. Zunachst wurden Hepa1-6 Zellen mit
ppp-RNA transfiziert und die Tumorzellzahl mittels CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay untersucht. Dabei zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle (100 % Vitalitat)
eine deutliche Reduktion der Zellzahl nach Behandlung mit ppp-RNA
(Abbildung 8A: 87 % bei OH-RNA versus 58 % bei ppp-RNA).
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Ferner konnte eine Zelltodauslosung der Hepal1-6 Zellen durch eine
durchflusszytometrische Analyse mittels Annexin V-Farbung bestatigt werden.
In diesem Assay konnte nach ppp-RNA Behandlung in ca. 30 % der Zellen die
Induktion von Apoptose nachgewiesen werden (Abbildung 8B). Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass Hepa1-6 Zellen sensitiv bezuglich ppp-RNA-
induzierter Apoptose sind.
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Abbildung 8: Zellvitalitat der Hepa1-6 Zellen nach ppp-RNA-Transfektion. Zellen wurden
mit OH-RNA oder ppp-RNA transfiziert und 48 Stunden spater analysiert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. A: CellTiter-Blue® Cell Viability Assay. Transfektion der respektiven RNA
mit einer Konzentration von 1000 ng/ml. Gezeigt sind Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen
Versuchen (n=6); *p= 0,087. B: Durchflusszytometrischer Apoptose Assay mittels
Annexin V Farbung. Transfektion der respektiven RNA mit einer Konzentration von 500 ng/ml.
Gezeigt sind Mittelwerte £ SD aus drei unabhangigen Versuchen (n=5).

3.3 Genexpressionshemmung von c-MET mittels RNAI

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern eine siRNA gegen c-MET
(OH-c-MET), eine Tyrosinkinase, die den Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF)
bindet, in einer Genexpressionshemmung von c-MET in Hepatomzellen
resultiert. Hierzu wurden Hepa1-6 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen

der siRNA transfiziert und die c-MET—Expression auf mMRNA Ebene mittels
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Abbildung 9: Genexpressionshemmung von c-MET mittels siRNA in Hepa1-6 Zellen. A:
Relative Expression von c-MET mRNA. Hepa1-6 Zellen wurden mit 500 beziehungsweise1000
ng/ml Kontroll-RNA (OH-RNA) beziehungsweise siRNA (OH-c-MET) transfiziert und 24 Stunden
spater die c-MET-Expression mittels qRT-PCR analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen. Die Expression wurde mittels AA Cp Methode berechnet. Als Referenzgen wurde -
Actin herangezogen. Es werden Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen gezeigt
(n=6); *p=0,001; **p = 0,002. B: c-MET-Proteinexpression. Hepa1-6 Zellen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen OH-RNA beziehungsweise OH-c-MET transfiziert und 48
Stunden spater die c-MET Expression mittels Western Blot analysiert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen.

gRT-PCR analysiert. Wie Abbildung 9A zeigt, resultierte eine Dosis von 500
beziehungsweise 1000 ng/ml in einer Reduktion der c-MET mRNA um 54 %
beziehungsweise 69 %. Als nachstes wurde die Genexpressionshemmung auf
Proteinebene mittels Western-Blot analysiert. Bei einer Konzentration von
1 pg/ml der siRNA  wurde eine deutliche Reduktion der
c-MET-Proteinexpression detektiert (Abbildung 9B). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die gewahlte siRNA-Sequenz effektiv die c-MET Genexpression hemmen

kann.
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3.4 Einfluss der c-MET-Inhibition auf die Vitalitat

der Hepatomazellen

Um funktionelle Effekte der c-MET-Genexpressionshemmung zu untersuchen,
wurde die Vitalitat von Hepa1-6 Zellen nach Transfektion mit siRNA gegen
c-MET mittels des CellTiter-Blue® Cell Viability Assay untersucht. Es zeigte
sich dabei eine dosisabhangige Reduktion der Zellvitalitat. Die Vitalitat der
Hepa1-6 Zellen war bei einer siRNA-Konzentration von 250 beziehungsweise
1000 ng/ml um 21 % beziehungsweise 46 % reduziert (Abbildung 10). Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass eine c-MET-Inhibition eine effektive Strategie

zur Behandlung des HCC sein kann.
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Abbildung 10: Einfluss der c-MET Genexpressionshemmung auf die Zellvitalitit von
Hepa1-6 Zellen. Hepa1-6 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (250, 500,
beziehungsweise 1000 ng/ml) einer Kontroll-RNA (OH-RNA) beziehungsweise siRNA (OH-c-
MET) transfiziert und nach 48 Stunden die Vitalitdt mittels CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Es werden Mittelwerte + SD aus drei
unabhangigen Versuchen gezeigt (n=6); *p = 0,005; **p < 0,0001.

3.5 Evaluation einer bifunktionellen ppp-siRNA gegen c-MET

Die im Rahmen dieser Arbeit generierte 5’-Triphophat-modifizierte SIRNA gegen
c-MET (ppp-c-MET) soll zwei Funktionen in einem Molekul vereinen: (1) die
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Genexpressionshemmung von c-MET und (2) die Aktivierung von RIG-I.
Zunachst war es das Ziel, diese bifunktionelle ppp-siRNA funktionell zu

evaluieren.

3.5.1 c-MET Genexpressionshemmung durch ppp-c-MET

Zunachst wurde untersucht ob die 5'-Triphosphatmodifikation der c-MET
siRNA-Sequenz die Effizienz der Genexpressionshemmung beeinflusst.
Hepa1-6 Zellen wurden mit OH-c-MET oder ppp-c-MET transfiziert und die
c-MET mRNA-Expression mittels qRT-PCR gemessen. Dabei zeigte sich, dass
die ppp-c-MET zu einer ahnlichen Effizienz der Genexpressionshemmung fuhrt
wie die unmodifizierte siRNA (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Effektivitat der c-MET Genexpressionshemmung durch ppp-modifizierte
und unmodifizierte siRNA. Hepa1-6 Zellen wurden mit 500 beziehungsweise 1000 ng/ml OH-
RNA, OH-c-MET beziehungsweise ppp-c-MET transfiziert und nach 24 Stunden mittels qRT-
PCR die relative c-MET mRNA Konzentration analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen. Es werden Mittelwerte £+ SD aus drei unabhdngigen Versuchen gezeigt (n=6);
*p = 0,0001; **p < 0,001, n.s. = nicht signifikant.
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3.5.2 RIG-I-Aktivierung durch ppp-c-MET

Als nachstes wurde die RIG-l-aktivierende Wirkung der ppp-c-MET evaluiert.
Zunachst wurde die Sekretion von CXCL10 von Hepal-6 Zellen, die mit
OH-RNA, ppp-RNA, OH-c-MET beziehungsweise ppp-c-MET transfiziert
wurden, untersucht. Dabei konnte bei Tumorzellen, die mit unmodifizierter RNA
(OH-RNA, OH-c-MET) transfiziert wurden, kein CXCL10 nachgewiesen werden.
Sowohl die ppp-RNA ohne siRNA-Komponente, als auch ppp-c-MET
induzierten ahnliche Mengen an CXCL10 (Abbildung 12A).
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Cc Abbildung 12: RIG-l-vermittelte
100 - Immunstimulation durch ppp-c-MET. A: CXCL10
Konzentrationen im Zelliberstand. Hepa1-6 Zellen
80 - wurden mit 500 beziehungsweise 1000 ng/ml
=z OH-RNA, ppp-RNA, OH-c-MET beziehungsweise
@? 60 - ppp-c-MET transfiziert. Nach 48 Stunden wurde
3 mittels ELISA die CXCL10 Konzentration im
= 40 Uberstand bestimmt. Als Kontrolle dienten
@ unbehandelte Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte
&} SD aus drei unabhangigen Versuchen (n=6); *p <
20 0,0001; **p = 0,0001. B und C: CD95-Expression.
Hepa1-6 Zellen wurden mit 500 ng/ml OH-RNA,
0- ppp-RNA, OH-c-MET beziehungsweise ppp-c-MET
RCIEN oA NN Sl transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit
0&‘0 Q:\; ;?‘g/ Qgs\ N anti-CD95 Antikérpern gefarbt und
=0 0‘2‘ & QQQ durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind

reprasentative  Histogramme, beziehungsweise
Mittelwerte + SD aus 2 Versuchen (n=3).



Ergebnisse 47

Zudem wurde die CD95 Expression bei Hepa1-6 Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Sowohl ppp-RNA als auch ppp-c-MET fuhrten in ahnlichem Male
zu einer Hochregulation der CD95-Expression (Abbildung 12B). Die
Transfektion der unmodifizierten siRNA hatte diesbezuglich nur einen geringen
Einfluss. Diese Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass die bifunktionelle
siRNA, ppp-c-MET, zu einer gleichwertigen RIG-I-Aktivierung fuhrt, wie eine
ppp-RNA ohne siRNA-Komponente.

3.5.3 Einfluss von ppp-c-MET auf die Vitalitat der Hepatomazellen

Es konnte bereits dargestellt werden, dass die RIG-I-Aktivierung mit ppp-RNA
als auch die c-MET-Genexpressionshemmung zu Zelltod von Hepal1-6 Zellen
fuhrt. Es stellte sich die Frage, ob durch Kombination beider Therapieprinzipien
durch die bifunktionelle ppp-c-MET ein additiver Effekt bezlglich Vitalitat erzielt
werden kann. Hierzu wurden Hepal1-6 Zellen mit OH-RNA, ppp-RNA,
OH-c-MET beziehungsweise ppp-c-MET transfiziert und die Vitalitat mittels des
CellTiter-Blue® Assays analysiert. Es zeigte sich durchschnittlich eine
Reduktion der Vitalitat um 42 % bei ppp-RNA, um 43 % bei OH-c-MET und um
52 % bei ppp-c-MET (Abbildung 13A). Diese Unterschiede bei der ppp-c-MET
waren jedoch im Vergleich zu den einzelnen Strategien nicht signifikant.

Diese Ergebnisse wurden mit einer zweiten Methode, einer Annexin V-Farbung,
durchflusszytometrisch Uberpruft. Zunachst zeigte sich, dass alle drei
therapeutische Ansatze Apoptose induzieren, wobei eine effektive
Apoptoseinduktion durch die ppp-c-MET zu erkennen war. Jedoch fand sich
kein  statistisch  signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

beziehungsweise der kombinierten Therapiestrategie (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Einfluss von ppp-c-Met auf die Zellvitalitdt und Apoptoseinduktion von
Hepa1-6 Zellen. A: Zellen wurden mit 1000 ng/ml OH-RNA, ppp-RNA, OH-c-MET
beziehungsweise ppp-c-MET transfiziert und nach 48 Stunden anhand mittels CellTiter-Blue®
Cell Viability Assay analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Gezeigt sind
Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen (n=6); *p = 0,004; **p = 0,027; n.s. = nicht
signifikant. B: Zellen wurden mit 500 ng/ml OH-RNA, ppp-RNA, OH-c-MET beziehungsweise
ppp-c-MET transfiziert und 48 Stunden spater nach Annexin V-Farbung durchflusszytometrisch
analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte + SD aus drei
unabhangigen Versuchen (n=4), *p = 0,029; n.s. = nicht signifikant.

3.6 Tumorimmuntherapie mit ppp-c-MET im HCC-Mausmodell

Um die therapeutische Effizienz der ppp-c-MET in vivo zu untersuchen, wurden
C57BL/6-Mausen subkapsular in den linken Leberlappen Hepa1-6 (P2) Zellen
injiziert. Nach sieben Tagen erfolgte einmalig eine intravendse Injektion von
Kontroll-RNA (OH-RNA), einer siRNA gegen c-MET (OH-c-MET), einer
ppp-RNA beziehungsweise der bifunktionellen ppp-c-MET. 24 Stunden nach
der Injektion erfolgte der Versuchsabbruch zur ex vivo Analyse der Tumore
(Abbildung 14). Zunachst stellte sich die Tumorgréflie nach Injektion von OH-c-
MET, ppp-RNA, sowie ppp-c-MET im Vergleich zur OH-RNA deutlich reduziert
dar. Die Reduktion des Tumorvolumens war nach Behandlung mit ppp-c-MET
am ausgepragtesten, wobei der Unterschied im Vergleich zu einer
unmodifizierten ppp-RNA nicht signifikant war.
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Abbildung 14: Abbruchversuch nach Therapie von C57BL/6 Mausen mit orthotopen
Hepa1-6 Tumoren mit immunaktiver RNA. Hepa1-6 (P2) Zellen wurden den Versuchstieren
orthotop in den linken Leberlappen injiziert. Nach 7 Tagen wurde 50 pg einer OH-RNA,
ppp-RNA, OH-c-MET beziehungsweise ppp-c-MET intravends Uber die Schwanzvene appliziert.
24 Stunden nach Behandlung erfolgte der Abbruch des Versuchs. Tumore wurden explantiert,
vermessen und aufgearbeitet. A: Therapieschema: B: Volumen der Tumoren 24 Stunden nach
der Therapie mit immunaktiver RNA. Dargestellt sind Mittelwerte des Tumorvolumens + SEM
(n=4); *p <0,001; **p < 0,001; ***p = 0,001; n.s. = nicht signifikant. C: Darstellung des
subkapsuldren Tumors im linken Leberlappen vor der Explantation.

In einem weiteren Versuch wurde eine zweite therapeutische Injektion zehn
Tage nach Tumorinduktion hinzugefugt. Wieder erfolgte 24 Stunden nach der
letzten Therapie der Versuchsabbruch zur Untersuchung des Tumorgewebes.
Auch hier konnte gezeigt werden, dass das Tumorvolumen nach Injektion von
OH-c-MET, ppp-RNA, sowie ppp-c-MET im Vergleich zur OH-RNA reduziert
war. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Therapiearmen fanden

sich jedoch erneut nicht.
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Abbildung 15: Abbruchversuch nach zweimaliger Therapie von C57BL/6 Mausen mit
orthotopen Lebertumoren mit immunaktiver RNA. Hepa1-6 (P2) Zellen wurden den
Versuchstieren orthotop in den linken Leberlappen injiziert. Nach sieben und zehn Tagen
wurden 50 ug OH-RNA, ppp-RNA, OH-c-MET beziehungsweise ppp-c-MET intravends Uber die
Schwanzvene injiziert. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte der Abbruch des Versuchs. Die
Tumoren wurden explantiert, vermessen und aufgearbeitet. A: Therapieschema. B: Volumen
der Tumoren nach Therapie. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von je 4 Mausen; *p = 0,047;
**p =0,015; n.s. = nicht signifikant. C und D: Relative c-MET (n=6) und INF-3 mRNA
Expression (n=8) im Tumorgewebe gemessen mittels gRT-PCR. Gezeigt sind Mittelwerte £ SD
der Tumoren je Versuchsgruppe. E: Explantierte orthotope Tumore 24 Stunden nach der
zweiten Therapie.

Die Behandlung mit ppp-c-MET fuhrte tendenziell zu einer effektiveren
Tumorsuppression als mit OH-c-MET, jedoch zeigte sich flr die unmodifizierte
ppp-RNA im diesem Versuch die starkste Wachstumshemmung
(Abbildung 15A, B und D). Weitergehende Untersuchungen der Tumore
mittels qRT-PCR zeigten keine eindeutigen Unterschiede bezuglich der

relativen mRNA Expression von IFN-B beziehungsweise c-MET zwischen den
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Behandlungsgruppen (Abbildung 15C). Somit konnte zu dem gewahlten
Zeitpunkt kein eindeutiger Beleg fur die direkte Wirkung der immunkativen RNA

im Tumorgewebe erbracht werden.

3.6.1 Apoptoseinduktion im Tumorgewebe nach Therapie mit ppp-c-MET
im HCC-Mausmodell

Mause mit orthotop induzierten Hepa1-6 Tumoren wurden einmalig mit
OH-c-MET, ppp-RNA oder ppp-c-MET behandelt und 24 Stunden spater
explantiert fur immunhistologische Analysen mittels TUNEL-Farbung, um den
Nachweis von Zelltodinduktion in den Tumoren zu erbringen. Zunachst wurde
deutlich, dass weder im Tumorgewebe unbehandelter Tiere noch durch die

Behandlung mittels OH-RNA Apoptose nachzuweisen war.

Dagegen =zeigen die Versuchstiere, die mit OH-c-MET, ppp-RNA
beziehungsweise ppp-c-MET therapiert wurden, multifokal apoptotische
Zellgruppierungen im Tumor (Abbildung 16). Durch Quantifizierung der
Farbungen liel sich nachweisen, dass die Therapie mit OH-c-MET in 13 %, mit
ppp-RNA in 37 % und mit ppp-c-MET in 46 % der intratumoralen Zellen
Apoptose induziert. Signifikante Unterschiede zwischen der Gabe von ppp-RNA
und ppp-c-MET konnten nicht dargestellt werden.
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Abbildung 16: Konfokal-mikroskopische Aufnahmen orthotoper Lebertumore nach
Therapie mit immunaktiver RNA. Hepa1-6 (P2) Zellen wurden den Versuchstieren orthotop in
den linken Leberlappen injiziert. Nach 7 Tagen wurden 50 ug OH-RNA, ppp-RNA, OH-c-MET
beziehungsweise ppp-c-MET intravends Uber die Schwanzvene injiziert. Als Kontrolle wurde
das entsprechende Volumen PBS gespritzt. 24 Stunden nach Behandlung erfolgte der Abbruch
des Versuchs. Die Tumoren wurden explantiert, in Paraffin eingebettet und histologisch
aufgearbeitet. Dargestellt sind reprasentative Tumorschnitte in einer DAPI-Farbung (l), sowie
einer TUNEL-Farbung (l) mittels in Situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics,
Penzberg, Deutschland) zur Detektion von Zelltod.
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4 Diskussion

4.1 Immuntherapie mit bifunktioneller siRNA gegen c-MET im
HCC-Modell

Die Behandlung von Tumoren mit bifunktioneller ppp-siRNA stellt einen
innovativen Ansatz in der Tumortherapie dar. Die Bifunktionalitat einer solchen
siRNA beruht zum einen auf der Genexpressionshemmung durch RNAi - in
dieser Arbeit der Tyrosinkinase c-MET -, zum anderen auf der Induktion einer
Typ | IFN-vermittelten Immunantwort durch die Aktivierung von RIG-I
(Hornung et al. 2006). Dieses Wirkprinzip wurde bereits in verschiedenen
Tumormodellen experimentell angewandt, um eine antitumorale Wirkung zu
generieren (Meng et al. 2014, Poeck et al. 2008, Schnurr et al. 2013).

So konnte im orthotopen Pankreaskarzinommodell in C57BL/6 Mausen nach
systemischer Therapie mit einer gegen TGF-B gerichteten ppp-siRNA die
Induktion von Apoptose im Tumor demonstriert werden. Ebenso konnte eine
vermehrte Expression von immunstimulierenden Zytokinen, wie Typ | IFN,
sowie die verminderte Expression von TGF-3 in der Tumorumgebung gezeigt
werden (Ellermeier et al. 2013). In einer anderen Arbeit wurde mit demselben
dualen Wirkprinzip eine RNAi-vermittelte Hemmung der Glutaminase in
Tumorzellen sowie eine RIG-I-Aktivierung induziert, was zu einem

ausgepragten Tumorzelltod flihrte (Meng et al. 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern eine solche
bifunktionelle ppp-siRNA auch in der Therapie des HCC wirksam sein kann.
Dafur wurde die Hepatomazelllinie Hepa1-6 bezuglich einer funktionellen
RLH-Signalkaskade, sowie die Genexpressionshemmung durch eine

spezifische c-MET siRNA untersucht. Zudem wurden die bifunktionelle
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ppp-siRNA und ihre einzelnen Komponenten miteinander verglichen.
AnschlieBend wurde die antitumorale Wirksamkeit im orthotopen Hepa1-6

Tiermodell in vivo evaluiert.

4.2 Funktionalitat von RIG-l in Hepatomazellen

Zunachst konnte dargestellt werden, dass die untersuchte Zelllinie Hepa1-6
eine funktionelle RIG-I Signalkaskade besitzt. Die Transfektion einer ppp-RNA
fuhrte zu einer erhdhten Expression von RIG-I, was indirekt auf einen positiven
Feedback-Loop durch die Induktion von Typ | IFN hinweist. Die Funktionalitat
konnte direkt Uber die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors IRF-3, sowie
die Hochregulierung von IFN-B nachgewiesen werden. Weiterhin duf3erte sich
die RIG-I-Aktivierung in der Sekretion des Chemokins CXCL10 und einer
vermehrten Expression von CD95 auf den Tumorzellen. Zudem konnte eine
deutliche Reduktion der Vitalitdt der Tumorzellen durch RIG-I Aktivierung
gezeigt werden, wobei die durchflusszytometrische Analyse auf Apoptose
hinweist. Somit finden sich die typischen Eigenschaften einer RIG-I Aktivierung,
wie sie bereits fur andere Tumorentitdten nachgewiesen worden sind
(Duewell et al. 2014, Ellermeier et al. 2013, Meng et al. 2014, Poeck et al.
2008).

Im orthotopen murinen HCC-Modell konnte interessanterweise bereits nach ein
bis zwei Behandlungen mit ppp-RNA eine deutliche Reduktion des
Tumorvolumens erzielt werden. Dieser Effekt war deutlich ausgepragter, als fur
andere Tumorentitaten beschrieben. Um eine vergleichbare Aussage bezuglich
dieser potenten antitumoralen Wirkung im Mausmodell zu treffen, missen
Uberlebensversuche erfolgen (Ellermeier et al. 2013). Untersuchungen des
Tumorgewebes zeigten nur einen statistisch nicht signifikanten Trend far
erhohte IFN-B-mRNA Level. Dies konnte moglicherweise an der Kinetik der
IFN-Induktion im Tumorgewebe liegen.
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Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit publizierten Daten. Es wurde bereits
anhand von Melanomzellen, Pankreaskarzinom- und Ovarialkarzinomzellen
demonstriert, dass die Aktivierung von RLH Uber deren Liganden zur Apoptose
in den Tumorzellen fuhrt (Besch et al. 2009, Kubler et al. 2011,
Duewell et al. 2015)

Duewell et all konnte dariber hinaus nach RLH-basierter Therapie im
Pankreaskarzinommodell Tumorantigen-spezifische T-Zellen nachweisen. Die
Therapie war in der Lage, einen immunogenen Zelltod zu induzieren und somit
eine Verbindung zwischen angeborener und adaptiver Immunitat zu vermitteln.
Die RLH-Aktivierung fuhrte abhangig von der Dosis der RNA entweder direkt
zur Induktion der Tumorzellapoptose oder indirekt Gber die Hochregulierung von
CD95 zur erhdhten Sensibilitat der Tumorzellen gegenuber den zytotoxischen
T-Zellen. Wir konnten in der Hepatomazelllinie ebenso zeigen, dass die RIG-I
Aktivierung zur Hochregulation von CD95 flhrt. Eine adaptive Immunantwort im
HCC-Modell wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Es mussten
weitere Versuche durchgefuhrt werden, um tumorreaktive T-Zellen und eine
Kreuzprasentation von Tumorantigenen nachzuweisen. Hier konnte das von
Hepa 1-6 Zellen exprimierte Antigen AFP dienen, wogegen T-Zellantworten

beschrieben wurden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung
des RIG-I Liganden ppp-RNA ein antitumoraler Effekt im HCC-Modell ausgelost
wird, der sich in vitro und in vivo in einer deutlichen Tumorkontrolle und der
Induktion von Apoptose ausdrickte. Diese Liganden-abhangige Aktivierung von
RIG-I, sowie die Effekte auf die Tumorvitalitat wurden bereits in anderen
Modellerkrankungen gezeigt und konnte hier im HCC bestatigt werden
(Besch et al. 2009, Ellermeier et al. 2013, Duewell et al. 2015,
Meng et al. 2014).
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4.3 Genexpressionshemmung von c-MET in Hepatomazellen

Die mutierte Tyrosinrezeptorkinase c-MET ist konstitutiv dimerisiert, was zur
kontinuierlichen Aktivierung einer proonkogenen Signalkaskade fuhrt. Dies
resultiert in Tumorprogression, Metastasierung, Invasion, Angiogenese und
erhdohte Zellmotilitat (Venepalli et al. 2013). Es konnte bereits demonstriert
werden, dass die Unterbrechung der c-MET Signalkaskade diese onkogenen
Effekte aufhalten kann. Eine Moglichkeit diesen Signalweg zu unterbrechen,
stellen Tyrosinrezeptorkinase-Inhibitoren dar, wie z. B. Cabozantinib oder
Tivantinib. Deren Effektivitat und Vertraglichkeit wird bereits in klinischen
Studien zum HCC evaluiert (Santoro et al. 2013, Xiang et al. 2014). Eine
andere Moglichkeit den c¢-MET-Signalweg zu unterbinden, der in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ist die Genexpressionshemmung mittels
RNA.. In zahlreichen Studien konnte bereits veranschaulicht werden, dass die
therapeutische Anwendung von siRNA gegen c-MET die Proliferation von
Tumorzellen in  vitro und in  vivo deutlich verringern kann
(de Fougerolles et al. 2007, Guo et al. 2013). Im Rahmen dieser Arbeit zeigte
sich, dass die Sequenz, die fur die OH-c-MET, sowie fir die modifizierte
ppp-c-MET gewahlt wurde, zu einer signifikanten Reduktion der c-MET-
Expression fuhrt.

Im HCC-Mausmodell konnte zunachst nach Behandlung mit OH-c-MET eine
verminderte Tumorprogression gezeigt werden. Histologisch fanden sich in den
Tumoren Areale mit vermehrtem Zelltod. Eine Hemmung der c-MET-Expression
im Tumorgewebe konnte jedoch mittels qRT-PCR nicht eindeutig bestatigt
werden. Maglicherweise war die Fallzahl der im Rahmen dieser Arbeit
analysierten Tumore zu niedrig beziehungsweise der Zeitpunkt des
Versuchsabbruchs ungunstig gewahlt. Allerdings kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dass der Therapieeffekt Uber sog. ,off-target”
Mechanismen vermittelt wurde. Diesbezuglich ist die Aktivierung von TLR durch
die RNA, insbesondere TLR7, zu diskutieren. Ellermeier et al. konnten zunachst

mittels einer siRNA gegen TGF-3 eine maRige CXCL10 Synthese in Mausen



Diskussion 57

mit Pankreaskarzinom generieren. Diese Immunantwort verschwand jedoch in
TLR7-defizienten  Mausen, sodass von  off-target“-Effekten  einer

konventionellen siRNA ausgegangen werden musste (Ellermeier et al. 2013).

Um solch einen Mechanismus in Rahmen dieser Arbeit ausschliellen zu
konnen, mussten Versuche in MyD88- beziehungsweise TLR7-defizienten
Tieren durchgefuhrt werden, die jedoch nicht zur Verfigung standen. Allerdings
zeigten sich keine Therapie-Effekte bei einer Kontroll-RNA (OH-RNA), was
gegen einen reinen TLR-Effekt bezuglich der Tumorkontrolle spricht.

4.4 Therapeutische Wirkung der ppp-c-MET

Im Rahmen dieser Arbeit wurde evaluiert, inwiefern durch eine von uns
generierte bifunktionelle ppp-c-MET die RIG-I Aktivierung und die RNAI-
vermittelte Geneexpressionshemmung von c-MET in einem RNA-Molekdl
vereint werden kann. Dabei sollte zunachst gezeigt werden, dass die ppp-
Modifizierung der ppp-siRNA nicht zu Einschrankungen der einzelnen

Funktionen fuhrt.

Es zeigte sich, dass die ppp-c-MET, ebenso wie eine ppp-RNA ohne siRNA-
Funktion in der Lage ist, Uber RIG-I eine typische antivirale Immunantwort zu
generieren. Nach Transfektion der ppp-siRNA konnte eine ahnlich ausgepragte
Sekretion von CXCL10, sowie Hochregulierung von CD95 induziert werden.
Des Weiteren konnte veranschaulicht werden, dass die ppp-c-MET zu einer
signifkanten Hemmung der c-MET-Expression in vitro fuhrt. Dabei veranderte
die Triphosphatmodifikation die Effizienz der Expressionshemmung nicht, womit
die Expressionshemmung durch die unmodifizierte und die ppp-modifizierte

siRNA als gleichwertig betrachtet werden kann.
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Diese Ergebnisse belegen, dass die von uns generierte ppp-c-MET sowohl als
RIG-I-Ligand dienen als auch die Expression von c-MET hemmen kann. Es
stellte sich jedoch die Frage, inwiefern sich die ppp-c-MET auf die Vitalitat
beziehungsweise Tumorprogression der Tumorzellen auswirkt und ob die
Kombination der beiden Funktionen in einer gesteigerten Tumorabwehr
resultiert. Um diese Fragen zu beantworten, wurde die Wirkungen der
verschiedenen therapeutischen RNA auf die Vitalitat der Tumorzellen in vitro
und in vivo evaluiert. Zunachst konnte gezeigt werden, dass OH-c-MET,
ppp-RNA und ppp-c-MET einen deutlichen Einfluss auf die Vitalitat der
Hepatomazellen haben. Ebenso konnte die Apoptoseinduktion durch alle drei
RNA gezeigt werden. Die ppp-c-MET zeigte im Vergleich zu OH-c-MET und
ppp-RNA tendenziell eine starkere Inhibition der Tumorvitalitat, allerdings war
dieser Unterschied statistisch nicht signifikant. Dies ist moglicherweise auf den
ausgesprochen starken Effekt der ppp-RNA auf die Tumorzellvitalitat
zurtckzufuhren. Diesbezlglich koénnten Versuche, in denen die beiden
Komponenten — c-MET-Inhibition und RIG-I-Aktivierung — separat untersucht

werden und gegeneinander titriert werden Klarheit schaffen.

Auch in vivo konnte nach systemischer Behandlung mit OH-c-MET, ppp-RNA
und ppp-c-MET eine Wachstumsverzdogerung der Tumore gezeigt werden.
Bereits eine einzige intravendse Injektion der siRNAs fuhrte zu einer 90 %-igen
Tumorregression im Vergleich zur Kontrolle. Die ppp-RNAs schienen in diesem
Zusammenhang zu einer effektiveren Inhibition des Wachstums zu fuhren als
die OH-c-MET. Zudem zeigte sich nach einer intravendsen Injektion der siRNAs
erneut zumindest eine Tendenz, dass die ppp-c-MET einen starkere
tumorsuppressive Wirkung als die ppp-RNA besitzt (eine statistische Signifikanz
wurde jedoch nicht erreicht). Dieser Trend fand sich auch in den
immunhistochemischen TUNEL-Farbungen der Tumore, in denen sich Areale

mit massiv ausgepragtem Zelltod fanden.

Die Therapieeffizienz von bifunktionellen ppp-siRNAs, welche die Expression

eines Onkogens hemmt und RIG-I aktiviert, wurde fur verschiedene
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Tumormodelle erfolgreich dargestellt. Dabei zeigte sich durchweg eine
potentere Tumorsuppression durch bifunktionelle ppp-siRNA als durch die
alleinige Genexpressionshemmung oder RIG-I-Aktivierung. Interessanterweise
zeigen diese Studien, dass die Kombination dieser beiden Funktionen zu einem
synergistischen antitumoralen Effekt fuhren kann (Meng et al. 2014,
Schnurr et al. 2013). In der Erstbeschreibung der bifunktionellen ppp-siRNA
Strategie konnten Poeck et al. mittels einer Bcl-2-spezifischen ppp-siRNA eine
effektivere Tumorkontrolle generieren, als durch die Expressionshemmung des

antiapoptotischen Bcl-2 oder der RIG-I-Aktivierung alleine (Poeck et al. 2008).

Dieser additive Effekt konnte im Rahmen dieser Arbeit allerdings mit der
gewahlten Strategie nicht erzielt werden. Es zeigte sich im HCC-Modell nach
einer zweiten Injektion der therapeutischen RNA, dass die unmodifizierte
ppp-RNA moglicherweise sogar eine starkere Wachstumsverzogerung als die
ppp-c-MET verursachte. Eine Erklarung koénnte sein, dass in diesem Modell der
uberwiegende therapeutische Nutzen durch die RIG-I-Aktivierung (ppp-RNA-
Komponente) vermittelt wurde und die ppp-RNA ohne RNAi-Komponente ein
besserer RIG-I Ligand ist. Dies konnte unter anderem darauf zurickzufuhren
sein, dass die sterische Anordnung des RIG-Liganden in Verbindung mit der
RLH einen entscheidenden Einfluss auf die RIG-I-Aktivierung haben kann.
Wang et al. demonstrierte, dass Veranderungen der raumlichen Struktur der
regulatory domain der RIG-I und des RIG-lI Liganden zu einem deutlichen
Verlust der immunstimulatorischen Wirkung fuhrt (Wang et al. 2010). Es stellt
sich folglich die Frage, ob und inwiefern die RNA-Sequenz, die zur RNAI

gewahlt wurde, die RIG-Aktivierung beeinflusst.

Grundsatzlich ist zu klaren, inwiefern c-MET als Zielstruktur einer ppp-RNA
einen additiven oder gar synergistischen Effekt zulasst. Die Zusammenhange
zwischen der c-MET- und RIG-I-Signalwege sind nicht abschlieend erforscht.
Ein Bcl-2-knockdown lenkt direkt das Gleichgewicht von pro- und
antiapoptischen Proteinen Richtung Apotose und unterstitzt damit den RIG-I

Signalweg (Poeck et al. 2008). Jia et al. konnte demonstrieren, dass HGF in
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humanen Mesangiumzellen eine antiapoptotische Wirkung hat, indem eine
Expressionszunahme von Bcl-2, sowie eine Expressionsabnahme von p53 und
Bax nachgewiesen wurde (Jia et al. 2014). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass ein gene silencing von HGF zu einer Verschiebung von pro- und
antiapoptischen Proteinen zu Gunsten des Zelltodes fuhrte (Guo et al. 2016).
Es ergeben sich also Hinweise, dass die Unterbrechung der HGF / c-MET-
Signalkaskade indirekt eine proapoptotische Wirkung hat. Jedoch ist zu
bedenken, dass eine Expressionshemmung von HGF — wie oben angefihrt —
nicht gleichzusetzen ist mit einer Expressionshemmung von c-MET. Es miussen
also weitere Untersuchungen erfolgen, um zu evaluieren, inwiefern c-MET die
richtige Zielstruktur in der Signalkaskade ist und ob eine proapoptotische
Wirkung durch Hemmung des c-MET-Signalweges im HCC-Modell darstellbar
ist.

Zudem ist nicht klar, in welcher Konzentration die ppp-c-MET, die letztlich das
Zytosol der Tumorzellen erreicht, tatsachlich zur Aktivierung von RIG-I zu
Verfuigung steht beziehungsweise wie viel der ppp-c-MET zur
Genexpressionshemmung fuhrt. Zur Regulation der Ribonuklease dicer und
den Proteinen der Argonaute-Familie, die die bifunktionelle ppp-c-MET im
Zytosol spalten und den komplementaren mRNA Strang zufuhren, ist nur wenig
bekannt. Somit ist die Relation dieser Anteile nur abzuschatzen. Eine Limitation
dieser Arbeit ist, dass nicht abzulesen ist, welcher Teil der Apoptose der
ppp-c-MET-behandelten Zellen durch die Genexpressionshemmung entsteht
und welcher Teil durch die RIG-I-Aktivierung. In dieser Arbeit zeigte sich, dass
bei gleichen Konzentrationen von OH-c-MET und ppp-RNA die
Tumorsuppression durch die ppp-Modifikation durchgehend starker ausfallt.
Demzufolge fallt der knockdown der bifunktionellen ppp-c-MET vermutlich nicht
so sehr ins Gewicht, wodurch ein additiver Effekt schwer darzustellen ist.
Diesbezuglich muss auch Dberucksichtigt werden, dass die [In-vivo-
Genexpressionshemmung von ¢c-MET nicht in ausreichendem Masse erfolgte.
In der Tat konnte eine Reduktion der c-MET mRNA Expression in den

behandelten Tumoren nicht nachgewiesen werden. Das Tumor-Targeting der
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RNA im HCC stellt somit moglicherweise ein Problem dar, welches durch eine
systemische RNA-Applikation nicht ausreichend adressiert wird.

Weiterhin zu bedenken sind mogliche Qualitatsunterschiede bei der
Generierung der ppp-c-MET und der ppp-RNA. Die Generierung der
ppp-Modifikation erfolgte mittels In-vitro-Transkription. Regelmalig wurden
mittels Annexin V-Assay und CXCL10 ELISA Qualitatskontrollen durchgefihrt,
um sicherzustellen, dass die ppp-Modifikation erfolgreich und die
RIG-I-Liganden funktionell aktiv waren. Zu bedenken ist, dass die grofen
Mengen, die fur In-vivo-Untersuchungen bendtigt wurden, nur in wiederholter
Erzeugung von kleinen Batches erreicht werden konnten. Gerade die Synthese
der ppp-c-MET gestaltete sich in diesem Sinne als schwierig. Nach
Zusammenfuhrung dieser einzelnen Batches konnten sich durchaus minimale
Qualitatsunterschiede summieren, die zuvor durch die Kontrollen nicht erfasst
wurden. Retrospektive Untersuchungen mit Titrationen der entsprechenden
RNAs konnten dies bestatigen. Demzufolge kann nicht verlasslich gesagt
werden, dass die verwendete ppp-RNA und ppp-c-MET im Hinblick auf ihre
RIG-I-Aktivierung gleichwertig sind. Um dieses Problem zu |6sen, ware eine
standardisierte  synthetische Herstellung und Aktivitatsbeurteilung der
ppp-c-MET und ppp-RNA winschenswert. Weiterflhrende Studien in diese
Richtung sind erforderlich und Gegenstand aktueller Untersuchungen der
Arbeitsgruppe.

4.5 Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die murine
Hepatomazelllinie Hepa1-6 eine funktionelle RIG-I-Signalkaskade besitzt, die
durch synthetische Liganden, sogenannte ppp-RNAs, aktiviert werden kann.
Des Weiteren lie3 sich demonstrieren, dass durch Transfektion einer c-MET-
spezifischen siRNA beziehungsweise einer bifunktionellen ppp-siRNA gegen c-
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MET (ppp-c-MET), die Expression der Tyrosinkinase c-MET in den Tumorzellen
effektiv. gehemmt werden kann. Daruber hinaus vermittelte ppp-c-MET
gleichzeitig eine RIG-I-Aktivierung. Somit konnte die Bifunktionalitat der in
dieser Arbeit generierten ppp-siRNA gezeigt werden. Die Transfektion von
Tumorzellen mit ppp-c-MET resultierte in einer Typ | IFN-Antwort,
Hochregulierung von MHC-I und CD95 (Fas) auf den Tumorzellen sowie
Apoptose. Der additive Effekt der c¢-MET Inhibition bezlglich der
Tumorsuppression war jedoch in Relation zum RIG-I-vermittelten Tumorzelltod
nur gering ausgepragt. Andere c-MET-abhangige Prozesse, wie Angiogenese,
wurden in dieser Arbeit nicht untersucht.

In vivo zeigte die bifunktionelle ppp-siRNA keinen Vorteil gegenuber einer
unmodifizierten ppp-RNA in Bezug auf Inhibition des Tumorwachstums. Dies ist
unter anderem darauf zurtckzufuhren, dass durch RIG-I Aktivierung alleine ein
ausgepragter antitumoraler Effekt induziert wurde. Ein additiver Effekt war aus
diesem Grund schwer darstellbar. Ferner stellte sich in nachfolgenden
Experimenten heraus, dass sie Funktionalitat der ppp-c-MET im Vergleich zur
Kontroll ppp-RNA bezuglich der Effektivitat der RIG-I-Aktivierung nicht
gleichwertig war. Aus diesem Grund sind weiterflhrende Experimente
erforderlich, um festzustellen, ob die Kombination aus RIG-I Aktivierung und

c-MET Inhibition einen additiven antitumoralen Effekt vermitteln kann.

Die antitumoralen Effekte, die hier mittels einer bifunktionellen siRNA im HCC-
Modell sowie in anderen Tumormodellen bereits dargestellt werden konnten,
eroffnen neue Moglichkeiten der Tumortherapie. Dies erfolgt einerseits durch
die Expressionshemmung tumorfordernder Genprodukte und andererseits
durch die Veranderung des immunsuppressiven Milieus des Tumors
(Duewell et al. 2015, Meng et al. 2014, Poeck et al. 2008). Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Hemmung von Genen, die bei Resistenzen gegenlber
Chemotherapeutika eine Rolle spielen, die Effektivitat der Chemotherapie
verbessert werden konnte (Sethi et al. 2012). Resistenzen gegenuber dem

Multikinaseinhibitor Sorafenib, der beim HCC klinisch Anwendung findet,
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konnten durch die Inhibition von Signalkaskaden, wie zum Beispiel der RAF-
Kinase-Kaskade, uberkommen werden (Galmiche et al. 2014). Es ware
denkbar, dass c-MET, das ein Onkogen in einem Netzwerk von
Wachstumssignalkaskaden ist, auf ahnliche Weise Tumorzellen fir eine solche
Therapie sensibilisiert (Zhai et al. 2013). Dementsprechend wurde bereits
demonstriert, dass die Gabe des c¢c-MET-Inhibitors Golvatinib zu einer
Sensibilisierung von Tumorzellen flr den VEGFR-Inhibitor Lenvatinib flhrte. Die
Gabe beider Medikamente resultierte in einer synergistischen Hemmung des
Tumorwachstums (Nakagawa et al. 2014). So konnte auch die Therapie mit
ppp-c-MET das HCC fur weitere immunologische beziehungsweise

chemotherapeutische Ansatze sensibilisieren.

Doch auch die Aktivierung von RIG-I fuhrt zu Veranderungen am Tumor, die
neue Therapieziele ermodglichen. Duewell et al. konnten im murinen
Pankreaskarzinommodell durch die Aktivierung von MDAS mittels poly(l:C)
neben einer deutlichen Tumorregression aktivierte, Tumorantigen-spezifische
CD8" T-Zellen im Tumorgewebe, sowie im peripheren Blut, nachweisen. Ein
nachhaltiges T-Zellgedachtnis konnte demonstriert werden, da uberlebende
Mause, die erfolgreich therapiert worden waren, resistent gegenuber einer
erneuten Tumorinduktion waren (Duewell et al. 2015). Die durch RLH-basierte
Therapie Uberwundene Immunsuppression und Induktion eines immunogenen
Zelltods der Tumorzellen fungiert also wie eine intrinsische Impfung gegen den
Tumor und stellt damit eine Verbindung zwischen angeborener und adaptiver
Immunitat dar (van den Boorn et al. 2013, Duewell et al. 2015). Ebenso ist
denkbar, dass auch im HCC-Modell eine adaptive Immunantwort nach
Behandlung mit ppp-c-MET induziert wird. Eine Hochregulation von CD95 und
die Sekretion von CXCL10 konnte bereits im Rahmen dieser Arbeit
demonstriert werden. Ziel weiterer Untersuchungen kann sein, Tumorantigen-
spezifische T-Zellen im HCC sowie deren Bedeutung in der Tumorkontrolle
nachzuweisen. Die ppp-c-MET ist ein vielversprechendes Molekul, um die
Immunsuppression des Tumors Uber die Aktivierung des angeborenen und
adaptiven Immunsystems zu durchbrechen. Erst kurzlich wurde beschrieben,

dass auch traditionelle Chemotherapeutika in ahnlicher Art und Weise das
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Immunsystem modulieren und durch immunologische Effekte wirken
(Galluzzi et al. 2015). So kann die Sensibilisierung des Tumorgewebes fur
Effektorzellen des Immunsystems und auch die Genexpressionshemmung von
Onkogenen zur erhohten Vulnerabilitdt eines Tumors gegenuber weiteren

Chemotherapien beziehungsweise Immuntherapien fuhren.

Ferner ist es von Interesse, welchen Einfluss die Darreichungsform der
ppp-siRNA auf den antitumoralen Effekt hat. Die Effizienz der siRNAs kdnnte
durch intraperitoneale beziehungsweise intravenose Applikation beeinflusst
werden, da Studien belegen, dass eine intraperitoneale Injektion durchaus eine
Alternative bietet (Wong et al. 2011). Weiterhin kann eine Applikation der siRNA
uber die Portalvene beziehungsweise Leberarterie erfolgen, um eine moglichst
hohe Konzentration im Tumorgewebe zu erlangen und systemische
Nebenwirkungen zu minimieren. Auch eine direkte intratumorale Applikation
mittels CT- oder Sonographie-gesteuerter Feinnadelpunktion ist denkbar.
Uberdies wurde bereits gezeigt, dass durch die Modifizierung von DNA-
Nanopartikeln, die spezifisch an Oberflachenmolekule der Tumorzellen binden,
eine hohe Anreicherung von siRNA im Tumorgewebe erreicht werden kann
(Lee et al. 2012). Bestimmte Oberflachenmolekile, wie zum Beispiel der EGF-
Rezeptor oder der Transferrinrezeptor, werden von Tumorzellen tUberexprimiert.
Generiert man DNA-Nanopartikel, die so modifiziert sind, dass sie an diese
Rezeptoren binden, konnten diese als spezifische Zielstruktur fur die
Einbringung der ppp-siRNA in den Tumor dienen.
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5 Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist durch ein aggressives Wachstum
sowie eine schlechte Prognose gekennzeichnet. Die Wirksamkeit der derzeit
verfugbaren Therapien ist — auch aufgrund der haufig erst spaten
Diagnosestellung — unbefriedigend. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
zytosolische Helikase RIG-I, sowie die Tyrosinrezeptorkinase c-MET als neue
Zielstrukturen fur die Immuntherapie des HCC evaluiert. Eine fir diese Zwecke
generierte bifunktionelle ppp-siRNA ist in der Lage, einerseits als RIG-I-Ligand
zu dienen und andererseits Uber RNAI die c-MET-Expression zu hemmen.

Die Behandlung einer murinen Hepatomazellline mit dieser bifunktionellen
siRNA fuhrte einerseits RIG-I-vermittelt zur einer Typ-I-IFN getragenen
Immunantwort und Tumorzellapoptose, sowie andererseits zur
Expressionshemmung von c-MET. Die Effizienz der ppp-anti-c-MET-siRNA
bezlglich Zelltodinduktion war in vitro gegenuber der ppp-RNA tendenziell
hoéher, jedoch fanden sich in vivo keine signifikanten Unterschiede bezuglich
der Tumorkontrolle. Dies kann darauf zurtickgefuhrt werden, dass die ppp-RNA
in vivo eine unerwartet starke therapeutische Effektivitat aufwies. RIG-I-
Liganden scheinen daher vielversprechend fur die Immuntherapie des HCC.
Allerdings ist ein direkter Vergleich der ppp-anti-c-MET-siRNA mit der Kontroll-
ppp-RNA aufgrund Synthese-bedingter Unterschiede in der RIG-I-Aktivierung
erschwert, wie sich anhand neuerer in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrter
Versuche zeigte. Daher ist zunachst keine abschlielende Bewertung maoglich,
inwiefern ein additiver Effekt durch c-MET-Inhibition erzielt werden kann.

In dieser Arbeit ist es gelungen, RIG-I als therapeutische Zielstruktur im HCC zu
identifizieren. Zudem erfolgte der Nachweis, dass sich beide Funktionen, RIG-I-
Aktivierung und c-MET-Inhibition, in einem bifunktionellen RNA-Molekul
kombinieren lassen. Dieses Proof-of-principle stellt die Basis dar, das

therapeutische Prinzip fur die Immuntherapie des HCC weiter zu erforschen.
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