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ZUSAMMENFASSUNG

Das Hepatoblastom (HB) ist der hdufigste maligne Lebertumor im Kindesalter. Seine Entstehung
geht auf unreife Lebervorlauferzellen zurick, die eine abnormale Aktivierung von Genen der
Embryonalentwicklung und Zelldifferenzierung aufweisen. Generell wird das HB mit einer guten
Prognose assoziiert, welche sich allerdings bei gleichzeitiger Manifestation ungulnstiger
Charakteristika wie fortgeschrittenem Tumorstadium, multifokalem Wachstum oder
Metastasierung deutlich verschlechtert. Die molekularen Mechanismen, die einen aggressiveren
Tumorphanotyp bedingen, sind bis dato unklar.

Die Analyse des Methyloms von 40 padiatrischen Prima&rtumoren der Leber bestehend aus 28
Hepatoblastomen, 6 hepatozellularen Karzinomen, 3 fibrolamellaren hepatozellularen
Karzinomen und 3 Rhabdoidtumoren der Leber ergab zwei deutliche epigenetische Subgruppen
(G1und G2), in die sich die vier Lebertumorentitaten einflgten. Weiterfihrende Untersuchungen
hinsichtlich ihrer globalen Methylierungsmuster, differentiell methylierten Regionen,
Kopienzahlveranderungen und ihrer klinischen Relevanz legten detaillierte Charakteristika der
Subgruppen offen. Wahrend G1i-Tumoren in diesen Kategorien starke Ahnlichkeit zu
Normalleber-Proben zeigten, waren G2-Tumoren von einer globalen Hypomethylierung mit
CpG-Insel-Hypermethylierung, globaler Instabilitat und fiir das HB durch Assoziationen mit dem
unreifen proliferativen C2-Subtyp der 16-Gen-Signatur sowie ungulnstigen Klinischen
Parametern wie Multifokalitat, Metastasierung und Wnt-Signalwegsmutationen gepragt.

Eine simultane Transkriptomstudie an 11 HB-Proben bestatigte die Prasenz zweier Subgruppen
und ihre klinischen Assoziationen, und verdeutlichte insbesondere durch die Inaktivierung
zahlreicher Tumorsuppressorgene ein starkes Zusammenspiel von Methylom und Transkriptom.
Die Uberlagerung beider Datenséatze legte mit TRIM71 ein neues potentielles Onkogen in G2-
HBs offen, das in in vitro-Experimenten eine gesteigerte Zellproliferationsrate und
Selbsterneuerungsfahigkeit  bedingte. Eine  mdgliche  Beeinflussung der  Wnt-
Signalwegsaktivierung konnte in HUH6-Zellen bestétigt werden, lieferte fir die beobachteten
Effekte auf HepT1-, Hep3B- und HUH7-Zellen jedoch keine Erklarung. Eine umfassende
Analyse koexprimierter Faktoren deutete weiterhin auf eine wichtige Rolle von TRIM71 im sich
selbstverstarkenden Netzwerk LIN28B-HMGA2-IGF2BP1/3 hin.

Durch Expressionsstudien wurde weiterhin das Risikostratifizierungspotential der vier-miR-
Signatur (let7a, miR-100, miR-371 und miR-373) in einer unabhangigen Patientenkohorte von
29 HB- und 10 Normalleber-Proben evaluiert. Das  zuvor  postulierte
Risikostratifizierungspotential hinsichtlich des Gesamtiiberlebens lie3 sich aus unseren Daten

| VI



nicht bestatigen und zeigte auch keine Korrelationen mit weiteren Hochrisikoparametern wie
Diagnosealter, Tumorstadium, Metastasierung oder multifokalem Wachstum. Die Integration der
beiden Transkriptvarianten von miR-483 in die vier-miR-Signatur, deren Expression signifikant
mit GeféaBinvasion und Tumorstadium assoziiert war, flihrte zu einer Optimierung der
Gruppenallokation und machte in der Folge eine signifikante Patientendiskriminierung mit guter
und schlechter Prognose mdglich.

Der Vergleich von Transkriptionsprofilen metastasierter und nicht-metastasierter HBs
identifizierte den Transkriptionsfaktor SP8 und den Wachstumsfaktor FGF8 als die am stérksten
hochregulierten Faktoren in metastasierten Tumoren, die neben der Metastasierung auch mit
dem C2-Subtyp der 16-Gen-Signatur und einer deutlich schlechteren Prognose in Verbindung
standen. Die Analyse zugehériger Methylierungsdaten legte zudem eine Demethylierung der
jeweiligen Promotorregion offen. Die Anwendung der Chromatin-Immunprazipitation deutete auf
eine direkte transkriptionelle Kontrolle von FGF8 durch die Bindung von SP8 an den FGF8-
Promotor hin. In vitro-Experimente wiesen eine verstarkende Wirkung von SP8 auf die
Zellmotilitat, Selbsterneuerung, Migration und Invasion in HB-Zellen nach und bestatigten das
onkogene Potential von SP8. Langzeitexpressionsstudien von SP8 in stabil transfizierten
Hep3B-Zellen manifestierten zudem eine Akquisition des mesenchymalen Phanotyps und die
Hochregulation zahlreicher Gene, die die epitheliale-mesenchymale Transition anregen.
Rescue-Experimente durch CRISPR interference-vermittelten Knock-down von FGF8 belegten
die essentielle Rolle von FGF8 fir den SP8-aktivierten aggressiven Tumorphanotyp. Die
Behandlung von Hepatomzelllinien mit dem pan SP-Transkriptionsfaktorinhibitor Mithramycin A
resultierte in einer signifikanten Inhibition des klonogenen Wachstums.

Zusammenfassend konnten durch die fundierte Analyse des Methyloms und Transkriptoms mit
TRIM71, miR-483, SP8 und FGF8 neue, potentiell onkogene Kandidaten offengelegt werden,
die durch ihre Assoziationen mit Hochrisiko-Parametern neue molekulare Mechanismen der HB-
Progression aufzeigten und zukiinftig als prognostische Biomarker genutzt werden kénnten.
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ABSTRACT

Hepatoblastoma (HB) is the most common malignant liver tumor during childhood. Its
development is based on immature liver precursor cells, which show an abnormal activation of
embryonic developmental genes and cell differentiation genes. In general, HB is associated with
a good prognosis, however, if a simultaneous manifestation of unfavorable characteristics such
as advanced tumor stage, multifocal growth or metastasis can be observed, prognosis is still
poor. The molecular mechanisms that lead to a more aggressive tumor phenotype are still

unclear.

The analysis of the methylome of 40 primary childhood liver tumors consisting of 28
hepatoblastomas, 6 hepatocellular carcinomas, 3 fibrolamellar hepatocellular carcinomas and 3
rhabdoid tumors of the liver revealed that the four liver tumor entities clustered in two distinct
epigenetic subgroups (G1 and G2). Further investigations with regard to their global methylation
patterns, differentially methylated regions, changes in copy numbers and their clinical relevance
uncovered detailed characteristics of the subgroups. While G1 tumors showed strong similarity
to normal liver samples in these categories, G2 tumors were affected by global hypomethylation
with CpG island hypermethylation, global instability, and for HBs by associations with the
immature proliferative C2 subtype of the 16-gene signature as well as by unfavorable clinical
parameters such as multifocality, metastasis and Wnt signaling pathway mutations.

A simultaneous transcriptomic study on 11 HB samples confirmed the presence of two
subgroups and their clinical associations, and demonstrated in particular by the inactivation of
numerous tumor suppressor genes the strong interplay between methylome and transcriptome.
The overlay of both data sets revealed TRIM71 as a new potential oncogene in G2-HBs, whose
overexpression positively affected cell proliferation rate and self-renewal ability as stated by in
vitro experiments. A possible influence on the Wnt signaling pathway activation could be
confirmed in HUHG cells, but did not provide any explanation for the observed effects on HepT1,
Hep3B and HUH7 cells. A comprehensive analysis of coexpressed factors further indicated an
important role of TRIM71 in the self-reinforcing network LIN28B-HMGA2-IGF2BP1/3.

Additional expression studies also evaluated the risk stratification potential of the four-miR-
signature (let7a, miR-100, miR-371 and miR-373) in an independent patient cohort of 29 HB and
10 normal liver samples. The previously postulated risk stratification potential concerning overall
survival could not be confirmed by our data and did not present any correlations with other high-
risk parameters such as age at diagnosis, tumor stage, metastasis or multifocal growth. The
integration of the two transcript variants of miR-483 into the four-miR-signature, whose
expression was significantly associated with vascular invasion and tumor stage, led to an
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optimization of the group allocation and subsequently allowed significant patient discrimination
in a good and poor prognostic group.

The comparison of transcriptional profiles of metastatic and non-metastatic HBs identified the
transcription factor SP8 and the growth factor FGF8 as the most highly upregulated factors in
metastatic tumors, which could be associated with the C2 subtype of the 16-gene signature and
poor survival. Analysis of related methylation data also revealed demethylation of the respective
promoter region. Chromatin immunoprecipitation indicated direct transcriptional control of FGF8
by the binding of SP8 to the FGF8 promoter. In vitro experiments demonstrated promoting
effects of SP8 on cell matility, self-renewal, migration and invasion in HB cells and confirmed
the oncogenic potential of SP8. Long-term expression studies of SP8 in stable transfected
Hep3B cells also manifested the acquisition of a mesenchymal phenotype and a strong
upregulation of numerous genes linked to epithelial-mesenchymal transition. Rescue
experiments by CRISPR interference-mediated knock-down of FGF8 proved the essential role
of FGF8 for the SP8-activated aggressive tumor phenotype. Treatment of hepatoma cell lines
with the pan SP transcription factor inhibitor mithramycin A resulted in a significant inhibition of
clonogenic growth.

In summary, in-depth analysis of the methylome and transcriptome and their associations with
high-risk parameters uncovered TRIM71, miR-483, SP8 and FGF8 as potentially new oncogenic
candidates, which led to the identification of novel molecular mechanisms in HB progression and
might serve as prognostic biomarkers in the future.



1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Der Begriff ,solider Tumor” definiert eine feste, 6rilich umschriebene Geschwulst aus
kdrpereigenem Gewebe, welche aus den verschiedensten Organen hervorgehen kann und
benigne oder maligne Charakteristika aufweist. Solide Tumore im Kindesalter sind dabei klar
von den Tumoren Erwachsener abzugrenzen und unterscheiden sich deutlich in wichtigen
Aspekten, wie der Epidemiologie, den Behandlungsoptionen und der Prognose, sowie auch in
der Tumorbiologie. Wahrend die maligne Transformation bei Erwachsenen vereinfacht als
kummulative Anhaufung von Mutationen festzuhalten ist, die den Verlust von
Tumorsuppressorgenen und die Aktivierung von Onkogenen bedingen’, ist die Mutationsrate
bei Kindern um ein Vielfaches geringer? und eher als sehr seltene, aber unglliickliche
Konsequenz fehlgesteuerter Wachstums- und Differenzierungsprozesse zu sehen®. Besonders
zutreffend ist dies flir eine Untergruppe padiatrischer Krebsarten, den embryonalen Tumoren,
die aus unreifen Zellpopulationen entstehen, die den Prozess der terminalen Differenzierung
wahrend der fetalen oder postnatalen Entwicklung nicht abschlieBen konnten®, und sich damit
durch ihre embryonalen Eigenschaften und ihre sehr friihe Manifestation charakterisieren
lassen*. Die haufigsten Formen embryonaler Tumoren sortiert nach ihrer Préavalenz sind
Neuroblastome, Rhabdomyosarkome, Wilmstumoren, Retinoblastome und Hepatoblastome
und stellen damit insgesamt circa 20% der Krebserkrankungen in Kindern unter 15 Jahren dar.®
Die Uberlebenswahrscheinlichkeit konnte dabei seit den 1980er Jahren von 67% auf 85%
deutlich gesteigert werden.® Dennoch stellt Krebs weiterhin die zweithaufigste Todesursache bei
Kindern zwischen 0 und 15 Jahren dar®, was weitere Fortschritte in der Identifizierung neuer
Behandlungsoptionen und in der Individualisierung von TherapiemaBnahmen notwendig macht.
Die Forschungstatigkeit meiner Dissertation widmete sich dem Hepatoblastom, welches ich
daher im Folgenden néher erlautern méchte.

1.1 Hepatoblastom

1.1.1 Epidemiologie und klinische Aspekte
Das Hepatoblastom (HB) ist der haufigste kindliche Lebertumor, der sich meist wahrend der
ersten drei Lebensjahre manifestiert und fir etwa 1% der péadiatrischen Tumorerkrankungen
verantwortlich ist.5” Die Inzidenz betragt 1,5 pro 1.000.000 und zeichnete in den letzten 30
Jahren einen leicht steigenden Trend ab.® Der GroBteil der HBs tritt sporadisch auf, wahrend
etwa 15% aller Falle mit genetischen Pradispositionen assoziiert werden.® Insbesondere
Patienten mit Familiarer Adenomatdser Polyposis (FAP), welche durch eine Keimbahnmutation
im APC-Gen verursacht wird, haben ein 0,42%iges-Risiko ein HB zu entwickeln.'® Auch das
Beckwith-Wiedemann-Syndrom wird mit der Entwicklung embryonaler Tumore in Verbindung
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gebracht''2 und steigert das Risiko eines HBs um das zwei- bis dreifache'. Der
zugrundeliegende molekulare Defekt basiert dabei in vielen Fallen auf einer fehlerhaften
Pragung des [IGF2-H19-Lokus auf Chromosom 11p15.5,'® bei welchem durch
Hypermethylierung der differentiell methylierten Region von H19 der abschirmende Effekt des
Insulators CTCF auf die Enhancerregion ausbleibt und somit die biallele Expression von IGF2
bedingt.’* Des Weiteren stehen ein geringes Geburtsgewicht, Praeklampsie und parentaler
Tabakkonsum mit einem erhéhten Risiko im Zusammenhang.'>'®

Die Entstehung des HBs geht von primitiven Leberstammzellen (Hepatoblasten) aus, die haufig
die Phasen der Leberzelldifferenzierung rekapituliert.'” Bei der Betrachtung der Histopathologie
kann das HB daher sehr variabel auftreten und klassifiziert sich primar in eine ,epitheliale” und
eine ,gemischt epitheliale/ mesenchymale“ Kategorie, abhangig von der Zusammensetzung der
Komponenten, Zelltypen und Wachstumsmuster.'®1% In der epithelialen Kategorie differenziert
man weiterhin die finf Subgruppen .fetal’, ,embryonal”, ,makrotrabekular®, kleinzellig-
undifferenziert” und ,cholangioblastisch®. Die Einteilung der gemischten Subgruppe erfolgt in
,Stromale“ und ,teratoide” Bestandteile.®

Im Patienten prasentiert sich das HB meist als eine schnell-wachsende, leicht schmerzende,
abdominale Zellmasse, die zu 55-60% der Falle im rechten Leberlappen entsteht.2° Einige Falle
gehen dabei mit unspezifischen Symptomen wie Gewichtsverlust, Gedeihstérungen oder
Appetitlosigkeit einher, wahrend in 90% der Patienten erhdhte Werte des Alpha-Fetoproteins
(AFP) gefunden werden.?’

Die Tumorresektion bildet zusammen mit neoadjuvanter bzw. adjuvanter Chemotherapie,
abhéangig von der Resizierbarkeit des Tumors, den Grundstein der Behandlung. Die
Chemotherapie basiert dabei generell auf platinhaltigen Agenzien, wie Cisplatin oder
Carboplatin. Hochrisikopatienten kénnen zusétzlich mit Doxorubicin behandelt werden.??
Bildgebende Verfahren wie Ultraschall, Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie helfen bei der Abschatzung des involvierten Leberanteils, bei der
préoperativen Planung, sowie bei der Detektion von Metastasen.?® Bleibt der Tumor nicht-
resizierbar, kann eine Lebertransplantation in Frage kommen.

Die stetige Verbesserung der Behandlungsstrategien hat die Prognose der Patienten in den
letzten Jahrzehnten deutlich verbessert und weist bei Standardrisikopatienten eine
Dreijahresiiberlebensrate  von 95% auf?? Jedoch liegt die Uberlebensrate bei
Hochrisikopatienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium, GefaBinvasion und dem Auftreten von
Metastasen trotz aggressiver Behandlung bei unter 70%.22 24
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1.1.2 Genetische Veranderungen

Neben der Histologie weist das HB genomische Veranderungen auf, die fir eine weiterfiihrende
Charakterisierung nltzlich sind.

Zytogenetische Verénderungen treten dabei sehr haufig im HB auf und betreffen in den meisten
Fallen die Chromosomen 2, 8 und 20 durch einen Zugewinn und die Chromosomen 4 und 18
durch einen Verlust.® 2> Damit im Zusammenhang stehend ist es bisher ungeklart, ob die HB-
Tumorgenese die Folge oder die Ursache der Aneuploidie darstellt.?52” Auch wiederkehrende
chromosomale Translokationen wie (4)t(1;4)(q12;034)%® oder 2924%° wurden in mehreren HB-
Féllen beschrieben.

Die Genmutationsrate bei kindlichen Tumoren ist im Mittel sehr niedrig und im Vergleich zu
Erwachsenen Tumoren um das 14-fache geringer.? Dies gilt insbesondere fiir das HB, fir
welches eine erst kiirzlich veréffentlichte Studie zeigte, dass es mit etwa 4 Mutationen pro Tumor
die niedrigste Mutationsrate im Vergleich zu allen padiatrischen Entitaten aufweist.?

Davon am haufigsten betroffen ist das CTNNB7-Gen, welches in bis zu 90% der HB-Falle
mutiert ist.332, CTNNB1 codiert fiir das Protein B-Catenin, welches neben wichtigen Funktionen
in der Zelladhdsion und -kommunikation®*® eine Hauptkomponente des Wnt-Signalweges
darstellt’*. Der Wnt-Signalweg spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung, der Zellproliferation und der Zelldifferenzierung. Durch entsprechende
CTNNB1-Mutationen wird eine unkontrollierte Aktivitat des Wnt-Signalweges bedingt, indem §-
Catenin nicht mehr abgebaut wird, akkumuliert und die Expression von Zielgenen im Nukleus
initiiert.

Neben CTNNB1 wurde auch von weiteren Gen-Mutationen des Wnt-Signalweges im HB
berichtet, die den Abbau von B-Catenin steuern und damit zu einer ahnlichen Aktivierung des
Signalweges fiihren.? Darunter fand man APC-Mutationen, die wie zuvor erwahnt entweder als
Keimbahnmutation im Zusammenhang mit FAP oder als somatische Mutation auftreten
kénnen.® Aber auch Falle mit AXINT- und AXIN2-Mutationen wurden in einigen HB-Patienten
gefunden.36-37

In vereinzelten Tumoren zeigten sich auch Punktmutationen im PIK3CA-Gen, welches fur die
Phosphatidylinositol-3-Kinase codiert,® Amplifikationen des verwandten PIK3C2B-Gens,*
sowie des PLAG1-Gens, welches einen positiven Regulator des Wachstumsfaktors IGF2
codiert.* Eine weitere Studie zur Untersuchung von 15 HB-Fallen fand neben der hohen
Pravalenz von CTNNB1-Mutationen (80%), Deletionen in RAD17 und TP53, sowie TERT-
Promotormutationen. Auch zwei neue Falle von NFE2L2-Mutationen, welche eine
Uberexpression des gleichnamigen Proteins zur Folge haben und mit GefaBinvasion und
Metastasierung in Verbindung gebracht werden konnten, wurden identifiziert.®!
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1.1.3 Deregulierte Transkriptionsprofile im HB

Die Optimierung der Hochdurchsatz-Sequenziertechnologien hinsichtlich Kosten und
Geschwindigkeit hat in den letzten 20 Jahren massiv dazu beigetragen, dass durch umfassende
Analysen die globalen Genexpressionsmuster im HB studiert und neue deregulierte Gene, die
in die Entwicklung und Progression involviert sind, aufgedeckt werden konnten.

Eine groBe Gruppe machten hierbei die gepragten Gene aus, die durch selektive Stilllegung
eines parentalen Allels mittels DNA-Methylierung, in der Regel lediglich das andere Allel
exprimieren. IGF2, welches im Zusammenhang mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom steht,
gilt als das am haufigsten Uberexprimierte Gen im HB*2, und wurde auch in anderen
padiatrischen Tumoren wie dem Wilmstumor oder dem Rhabdomyosarkom als Gberexprimierter
Faktor detektiert.*®> Weitere Uberexprimierte, gepragte Gene sind DLK730 32 44 PEG3®,
PEG10*, MEG3* und NDN®°, welche ebenso im Wilmstumor gefunden werden konnten*s-46.
Erstaunlicherweise konnte im Zusammenhang mit DLK1 eine erst kiirzlich veréffentlichte Studie
von Carrillo-Reixach et al. zeigen, dass der gesamte onkogene Lokus DLK7-DIO3 auf
Chromosom 1432 eine Uberexpression darauf befindlicher Gene aufweist, die mit verinderter
DNA-Methylierung einhergeht und eine ungiinstige Prognose fir HB-Patienten charakterisiert.*’
Auch Rumbajan et al. stellten fest, dass sich gepragte Loci durch eine verdnderte DNA-
Methylierung im HB kennzeichnen.®® Ein weiteres Spektrum konstant hochregulierter Gene
betrifft eine Vielzahl an Wnt-Signalwegs-Regulatoren und -Effektoren sowie Targets wie AXIN2,
GPCS3, LEF1, DVL2, und DVL3, die Wnt-Antagonisten DKK1, DKK3 und DKK4, sowie die
Stammzellmarker LGR5 und TBX3, die unabhangig vom histologischen Subtyp detektiert
werden kdnnen und somit eher ein grundlegendes und frihes Ereignis in der Tumorgenese des
HBs darstellen.3® 4° Ahnliches gilt auch fiir Zellzyklus-Gene, die eine weitere Klasse an
deregulierten Genen bilden, wobei unter anderem die Uberexpression von BUB1%, E2F5%,
DLG7%, AURKB®, TOP2A% und PLK15! als allgemeines Phanomen im HB festgehalten werden
konnte. Cairo et al. und Sumazin et al. berichteten zudem von der Herunteregulation der let7-
microRNA-Familie, die durch die Regulation mehrerer Onkogene als Tumorsuppressoren
agieren und mit unglnstigem Krankheitsverlauf im HB korreliert werden konnten.3? 52
Interessanterweise identifizierten weitere Studien bekannte onkogene Interaktoren und Targets
von let7 wie LIN28B%?> 53, HMGA2% %0 oder TRIM71%° als hochregulierte Faktoren in
prognostischen Subgruppen des HBs und legen somit die Vermutung offen, dass das let7-
Netzwerk eine entscheidende Rolle in der HB-Tumorprogression spielt.

1.1.4 Risikostratifizierung anhand klinischer Parameter
Die Identifizierung zuverlassiger prognostischer Faktoren zur Entwicklung optimaler, individuell-
zugeschnittener Behandlungsstrategien kann sich insbesondere bei sehr seltenen Tumoren, wie

| 4



1 EINLEITUNG

dem HB, aufgrund der geringen Anzahl an Patienten pro Jahr als sehr schwierig gestalten.
Neben der Bestimmung der AFP-Werte, sind es bisher hauptséchlich klinische Aspekte, die mit

der Risikostratifizierung assoziiert werden.

Eine wichtige Saule bildet dabei die Tumorstadienbestimmung nach PRETEXT (pretreatment
extent of disease), welche auf die Erfassung der Ausdehnung des Tumors auf die vier
Hauptsegmente der Leber, rechtes posteriores Segment (Couinaud 6,7), rechtes anteriores
Segment (Couinaud 5,8), linkes mediales Segment (Couinaud 4a und 4b) und linkes laterales
Segment (Couinaud 2, 3) abzielt. Die Zuordnung zu einer der vier PRETEXT-Gruppen
(PRETEXT I, I, Il oder V) bestimmt sich durch die Zahl der involvierten Lebersegmente (Abb.
1). Eine zusatzliche Annotation erfolgt mit ,V* fir ,Befall der Vena cava®, ,P* fur ,Befall des
Pfortadersystems®, ,E“ flr ,extrahepatische Ausweitung des Tumors®, und ,M“ flr
.Metastasierung in entfernte Organe®, um die entsprechende Tumorausweitung auBBerhalb des
Leberparenchyms zu kennzeichnen, sowie ,C* fir ,Befall des kleinen Leberlappens lobus
caudatus*.%*

-

lla

Abbildung 1: Tumor-Stadienbestimmung nach PRETEXT.5

Abgesehen von der PRETEXT-Bestimmung erfolgte die Risikostratifizierung in den vier groBBen
Studiengruppen Children’s Oncology Group (COG), International Childhood Liver Tumors
Strategy Group (SIOPEL), German Society for Pediatric Oncology (GPOH) und Japanese Study
Group for Pediatric Liver Tumors (JPLT) nach unterschiedlichen Parametern und erschwerte
lange Jahre die Ermittlung verlasslicher prognostischer Faktoren. Eine gute Prognose laut
SIOPEL ging demnach mit einem niedrigen PRETEXT-Stadium einher (I-111)%, wahrend COG
eine gute Prognose flir PRETEXT | und Tumoren mit purer, fetaler Histologie aufzeigte®%’. Die
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unabhangige Bestimmung negativ prognostischer Faktoren flhrte insbesondere zu PRETEXT
IV, Metastasierung, AFP < 100 ng/ml und einer kleinzellig-undifferenzierten-Histologie.58°

Um in der Zukunft eine verbesserte und strukturiertere Risikostratifizierung zu gewéhren, trat
2016 die Children's Hepatic tumors International Collaboration mit dem Ziel zusammen, ein
einheitliches Stratifizierungssystem basierend auf globalen HB-Daten zu erarbeiten. Hierfir
wurden insgesamt 1605 HB-Falle aus den 4 Studiengruppen gesammelt und hinsichtlich ihrer
klinischen Daten analysiert.®® Die multivariate Datenanalyse ergab signifikante Werte fir
PRETEXT, AFP < 100 ng/ml, AFP von 100-1000 ng/ml, Alter > 8 Jahre, +V, +P, +E, Multifokalitat
und Metastasierung.® Insbesondere die Metastasierung stach als Hauptrisikoparameter heraus,
da sie unabhangig vom PRETEXT-Stadium in jedem positiven Fall eine Klassifizierung zum
Hochrisiko-HB bedingte®'. Aufgrund ihrer prognostischen Tragweite und Relevanz fir diese

Arbeit soll sie nachfolgend naher erlautert werden.

1.1.5 Metastasierung

Metastasierung gilt als die Hauptursache fiir tumorbedingte Sterblichkeit und ist fir etwa 90%
der Todesfalle verantwortlich.® Auch in kindlichen Lebertumoren geht Metastasierung mit einer
deutlich schlechteren Prognose einher und lasst die 3-Jahreslberlebenswahrscheinlichkeit auf
49% sinken.®® Die Streuung von Krebszellen ausgehend vom Primartumor und die
darauffolgende Ansiedelung von neuen Tumorkolonien in entfernte Gewebe ist ein mehrstufiger,
komplexer Prozess, der als ,Invasions-Metastasierungskaskade” bekannt ist und Schatzungen
zufolge lediglich fir 0,01% der Tumorzellen, die den Blutstrom erreichen, in einer klinisch
detektierbaren Metastase miindet®*.

Zu den dafur notwendigen Ereignissen gehéren die lokale Invasion des Primartumors in das
umliegende Gewebe (1), Intravasation dieser Zellen in den Blutkreislauf (2) und Zelliberleben
im Blutstrom (3), Festsetzung an (4) und Extravasation (5) durch die BlutgefaBwand in das
Parenchym des neuen Gewebes, Bildung von Mikrometastasen (6) und letztlich Koloniebildung
durch Zellproliferation (7) bis eine klinische Detektion der Metastase (8) erfolgen kann (Abb. 2).65
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Abbildung 2: Die Invasions-Metastasierungskaskade. Klinisch detektierbare Metastasen stellen das
Resultat einer komplexen Serie von zellbiologischen Ereignissen dar, die zusammenfassend als
Invasions-Metastasierungskaskade bezeichnet werden. Wéahrend des Prozesses erfolgt das Abscheiden
von Tumorzellen aus der Lokalisation des Primartumors, eine systematische Translokation und letztlich
eine Adaption der Tumorzellen an die Mikroumgebung neuer Gewebe. Adaptiert von 66,

Neben einer Vielzahl an zellbiologischen Vorgangen, die in die Invasions-
Metastasierungskaskade verstrickt sind, wie Tumor-Tumor- und Tumor-extrazellulare Matrix-
(EZM)-Adhéasions-Molekule, diverse Proteasen, Adh&sionsmechanismen zum Endothel der
BlutgeféaBe, vermittelt besonders der Prozess der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT)
die notwendigen Plastizitats- , Stammzell- und tumorinitiierenden Signalwege.®’

Die EMT zusammen mit seinem reversen Prozess der mesenchymalen-epithelialen Transition
stellt eine unverzichtbare Eigenschaft fir viele physiologische Vorgange wie der Embryogenese
oder Gewebehomeostase dar, ist damit jedoch auch in pathologische Prozesse, wie Fibrose
oder Krebs involviert.5%8 EMT umschreibt die graduelle Umstrukturierung der epithelialen
Zellarchitektur und seiner funktionellen Charakteristika hin zu einem mesenchymalen
Zellphanotyp. Sie verlauft schrittweise und beginnt mit dem Verlust der apikal-basalen
Zellpolaritat aufgrund der Auflésung von Tight-Junctions, der Auftrennung von epithelialen Zell-
Zell-Verbindungen und der Zerstorung der Basalmembran.5®7° Zelloberflachenproteine wie E-
Cadherin und Integrine, die fir die Konnektivitat von Epithelzellen und fir die Verbindung zur
Basalmembran verantwortlich sind, werden durch N-Cadherin und andere Integrine, die eher
transient-adhéasive Eigenschaften vermitteln, ersetzt und bereiten die Zellen fir die Ubernahme
des mesenchymalen Zellphanotyps vor.”! Auch eine Umstrukturierung des Zytoskeletts findet
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statt und ermdglicht den Zellen die nétige Motilitdt, um sich durch die dreidimensionale
extrazellulare Matrix zu bewegen. Insbesondere die Struktur des Aktin-Zytoskeletts unterliegt
dynamischen Anderungen und verlagert sich von einem stabilen &uBeren Netzwerk als
Stressfasern in die Zellauslaufer. Ebenso werden die epithelialen Intermediarfilamente aus
Zytokeratinen durch Vimentin ersetzt 72 und erlauben in der Summe einen Ubergang von einer
kubischen zu einer spindelférmigen Zellgestalt, die eine verstarkte Motilitdt und Invasivitét,
sowie die Fahigkeit zum Abbau der extrazelluldren Matrix aufweist.

Wahrend die Aktivierung der EMT die Invasion und Streuung von Tumorzellen ((1) — (2)) bedingt,
unterstitzt der umgekehrte Vorgang der mesenchymalen-epithelialen Transition eher die
Bildung der Mikrometastasen und die Koloniebildung ((6) — (7)). % 7374 Die Akquisition von
Selbsterneuerungseigenschaften, die mit Stammzellen und Krebsstammzellen assoziiert
werden, stellt hierflir ebenso einen wichtigen Schritt dar.”>.

Eine Vielzahl an extrazelluldren Signalen kénnen zur Initiation und zur Modulation des EMT-
Prozesses beitragen. Dazu zahlen klassische Wachstumsfaktoren, die von Tumorzellen oder
von Zellen des Tumorstromas sezerniert werden, aktive Signalwege wie Wnt, Notch, Hedgehog,
JAK-STAT, AP-1, NF-kB oder Hippo, sowie metabolischer und mechanischer Stress, Hypoxie
oder Matrixversteifung.®® 7+ 76 Die Mehrheit dieser Signale und Prozesse biindelt sich auf der
Ebene der EMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren.”” Die Transkriptionsfaktorfamilien Snail
(bestehend aus Snail und Slug), Zeb (bestehend aus Zeb1 und Zeb2) und Twist (bestehend aus
E12, E47, Twist1, Twist2, und Id) spielen dabei eine zentrale Rolle in der entwicklungsbedingten
und onkogenen EMT und werden als Master-EMT-Transkriptionsfaktoren angesehen.”® Sie
gewdhren eine effiziente Einleitung der epithelialen Zell-Dedifferenzierung, indem sie als
transkriptioneller Repressor von epithelialen Genen wie E-Cadherin und als transkriptioneller
Aktivator von mesenchymalen Genen wie N-Cadherin agieren.”® 78 Auch flir weitere
Transkriptionsfaktoren konnte ein Zusammenhang mit der EMT beschrieben werden, darunter
findet man u.a. Sox4™ und Sox9%, Klif4®', FoxC2%, AP-18 und Tead2®. Einen wichtigen
Regulationsmechanismus stellt die reziproke, negative Rickkopplung von microRNAs (miRs)
und Master-EMT-Transkriptionsfaktoren dar, die als molekulare Schalter fungieren und die
Feinjustierung und Umkehrbarkeit der EMT und damit der epithelialen/ mesenchymalen
Zellplastizitat steuern.®5%” Beispielsweise werden miRs der miR-200-Familie mit dem
epithelialen Zelltyp in Verbindung gebracht, zeigen einen Expressionsriickgang nach EMT-
Induktion und verhindern den EMT-Prozess, indem sie als posttranskriptionelle Repressoren
von Zeb1 und Zeb2 agieren.®8%2 Umgekehrt binden Zeb1 und Zeb2 direkt an die Promotoren
der miR-200-Familie, unterdriicken deren Expression und steuern dadurch die Zellmigration und

-invasion.8 %3
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Im Kontext von HB konnten bis dato nur wenige Faktoren, die zur Metastasierung und EMT-
Aktivierung im HB fihren, aufgezeigt werden. Eine Verdffentlichung von Zucchini-Pascal et al.
beispielsweise manifestierte ein komplexes Netzwerk aus ERK1/2, Snail und dem Wnt/B-
Catenin-Signalweg in 12-O-tet-radecanoylphorbol-13-acetate-behandelten HepG2-Zellen,
welches einen starken EMT-Prozess durch Anderung des Zellphdnotyps und des
Expressionsprofils von epithelialen und mesenchymalen Markern bedingt.®* Andere Studien
konnten fiir Perostin® und Thymosin B4% einen EMT-férdernden und fir DRAM1%” einen EMT-
hindernden Effekt nachweisen.

Weitere Studien sind daher dringend notwendig, um fundierteres Wissen und neue Erkenntnisse
Uber die Vorgédnge wahrend der Metastasierung und EMT im HB zu gewinnen.

1.1.6 Molekulare Marker im HB

Neben den klinischen Parametern kénnen auch molekulare Marker einen wichtigen Beitrag zur
Risikostratifizierung leisten und das individuelle Management von Krebspatienten unterstitzen.
Auf Ein- oder Mehr-Gen- beziehungsweise miR-Signaturen basierende Assays bestimmen
dabei die Deregulation in spezifischen Signalwegen und lenken damit als pradiktive Biomarker
die Therapieentscheidung.

Die Identifikation klinisch relevanter Biomarker flir das HB hat sich allerdings in der
Vergangenheit als eher ernlchternd erwiesen. Der einzige Biomarker, der derzeit unter
klinischer Anwendung steht und zur Beurteilung des Therapieansprechens und zur Detektion
von Rezidiven zum Einsatz kommt, ist das AFP, dessen Gehalt im Blutplasma bestimmt wird.
AFP ist ein Glykoprotein, welches normalerweise wahrend der Gestation vom Dottersack der
fetalen Leber bzw. von Lebertumorzellen exprimiert wird und erstmalig 1956 in einem Fdétus
entdeckt wurde.® Es stellt ein fetales Transportprotein dar, welches strukturell eng verwandt mit
Albumin ist und circa ab der 4. Schwangerschaftswoche bis zur 10. Lebenswoche nachgewiesen
werden kann.®® Danach ist der Plasmagehalt mit weniger als 40 ng/ml gew&hnlich sehr niedrig.
Ein Anstieg geht in den meisten Fallen mit einer abnormalen Physiologie einher und macht AFP
zu einem geeigneten Biomarker fir Leber-, Keimzell- und Dottersacktumore.'® Fir das HB
konnten vorangegangene Studien den prognostischen Wert von AFP dokumentieren und
zeigen, dass insbesondere normale bis geringe AFP-Werte (< 100 ng/ml) sowie AFP-Werte
>1,2x 108 ng/ml eine schlechte Prognose bedeuten®® und mit einem spezifischen histologischen
Subtyp verbunden sind'®'. Zudem erwies sich AFP als verlasslicher Indikator flr den
Krankheitsverlauf und konnte zur Identifizierung von schlechtem Therapieansprechen,
Rezidiven oder Metastasierung herangezogen werden und damit auf eine Anpassung der
Behandlungsstrategie aufmerksam machen.%2

|9



1 EINLEITUNG

Obwohl sie sich derzeit nicht in der klinischen Anwendung befindet, ist hier auch die in 2008
verdffentlichte 16-Gen-Signatur von Cairo et al. zu erwdhnen, dessen molekulare Klassifizierung
mit Hilfe des Expressionsprofils von 16 Genen im HB eine &hnlich gute Vorhersage zum
Krankheitsverlauf ermdglicht wie eine Stratifizierung nach klinischen Parametern.*°

Anhand der Expressionswerte von CYP2E1, ALDH2, APCS, HPD, C1S, GHR, APOC4, AQPS9,
RPL10A, E2F5, NLE1, BUB1, DLG7, IGSF1, AFP und DUSP9 erfolgte eine Einteilung in zwei
HB-Untergruppen. Die Standardrisiko-Gruppe C1 geht dabei mit einem weniger aggressiven,
fetalen Tumorphanotyp und einem glnstigeren Krankheitsverlauf einher, wahrend die
Hochrisikogruppe C2 als unreife, hochproliferative Tumoren charakterisiert sind, die klinisch mit
einem fortgeschrittenen Tumorstadium, GefaBinvasion, Metastasierung und einem ungtinstigen
Krankheitsverlauf assoziiert werden. Weiterhin wurde erst kirzlich die 4-Gen-Signatur
ver6ffentlicht, die auf eine diagnostisch weniger komplexe Stratifizierung und Optimierung der
16-Gen-Signatur abzielte.>® Hierbei war die Bestimmung der Expression von HSD17B6, ITGAS,
TOPZ2A und VIM bereits ausreichend, um die beiden Gruppen C1 und C2 zu differenzieren,
sowie eine feinere Einteilung der C2-Gruppe in eine mittlere Risikogruppe C2B und eine
Hochrisiko-Gruppe C2A zu erreichen.5°

Eine weitere wichtige Pionierstudie zur Entwicklung einer Biomarker-basierten Stratifizierung
stellt die Studie von Cairo et al. dar, die an 65 Patienten durchgefiihrt wurde.%? Basierend auf
der 16-Gen-Signatur® lieB sich durch Uberlagerung von mRNA- und miR-Expressionsprofilen
eine vier-miR-Signatur bestehend aus miR-100, let7a, miR-371 und miR-373 ableiten, die
ebenso eine Diskriminierung in zwei HB-Risikogruppen, aquivalent zu C1 und C2 in Cm1 und
Cm2 ermdglichte. Letztere konnte ebenso wie die Subgruppe C2 mit einem invasiven und
metastasierenden HB und kiirzerem Patienteniiberleben in Verbindung gebracht werden.%? Alle
vier miRs dieser Studie werden durch den Transkriptionsfaktor MYC reguliert, welcher einer der
essentiellen Faktoren in der HB-Entwicklung darstellt.®> Neben diesen vier miRs, sind nur
wenige andere miRs beschrieben, denen prognostische Relevanz im HB zukommt. Darunter
fallen beispielsweise hohe Expressionswerte von miR-224'% und miR-492'% bzw. geringe
Expressionswerte von miR-34a-¢'%, die zur Vorhersage eines ungtinstigen Krankheitsverlaufes
und schlechter Uberlebenswahrscheinlichkeit herangezogen werden kénnen. Zu miR-492 sei
anzumerken, dass sie aus der codierenden Sequenz von KRT19, ebenfalls ein Biomarker fiir
eine schlechte Prognose im HB, abgelesen wird und deren Koexpression besonders in
metastasiertem HB auftrat.'®

Ein vielversprechender neuer prognostischer Biomarker ist miR-483, welcher vom zweiten
Intron des IGF2-Gens auf Chromosomen 11p15.5 transkribiert wird und bereits mit
verschiedenen Pathologien inklusive Leberkrebs beschrieben wurde. %1% Die Koregulation mit
IGF2 und die transkriptionelle Induktion durch B-Catenin sind mdgliche Mechanismen, die die

| 10



1 EINLEITUNG

Hochregulation von miR-483 in verschiedenen Krebsentitaten erklart.'™® Im Wilmstumor wurde
miR-483-5p beispielsweise als Teil einer positiven Rickkopplung analysiert, indem sie die
mRNA ihres Ursprung-Gens IGF2 selbst hochreguliert und dabei mit verstéarkter Tumorgenese
in vivo korreliert."" Im hepatozellularen Karzinom (HCC) konnte die Hochregulation von miR-
483-5p mit einem zeitnahen Ruckfall, sowie in vitro durch die Herunterregulation von ALCAM
(activated leukocyte cell adhesion molecule) mit Invasion und Metastasierung assoziiert
werden.''2 Ahnliche Ergebnisse identifizierte auch die Arbeit von Ma et al.', welche die
Proliferationférderung an murinen HCC-Zellen durch die inhibitorische Wirkung von miR-483 auf
SOCS3 beschrieb. %

Neben den eigentlichen miRs sind auch Faktoren, die die miR-Biogenese regulieren fir die HB-
Tumorgenese relevant. Eine wichtige Rolle kommt der LIN28-Familie zu, die sich in Sdugetieren
aus den strukturell sehr homologen LIN28A und LIN28B zusammensetzt. Beide sind in eine
Vielzahl an biologischen Vorgangen wéhrend der Entwicklung, wie dem Erhalt der Pluripotenz
oder dem Glucosemetabolismus eingebunden.'™® In Kontext des HBs konnte gezeigt werden,
dass bereits die Uberexpression von LIN28B fiir eine Tumorinitiation ausreichend ist und diese
Uber die Aktivierung eines onkofetalen Expressionsprogramms die Ausbildung eines
aggressiven, embryonalen Tumorphénotyps fordert.5® Besonders entscheidend flr die Funktion
der LIN28-Familie ist dabei die Kontrolle der let7-miRs, die durch die Blockierung verschiedener
Schritte der miR-Prozessierung ihre Repression bedingt, was die Derepression verschiedener
Onkogene wie KRAS, MYC oder HMGAZ nach sich zieht und damit das Tumorwachstum und
die Metastasierung erleichtert.!®

Trotz der guten Genauigkeit spielen die Gen- und miR-Signaturen bis dato lediglich eine Rolle
in der HB-Forschung, da die Uberwiegende Zahl der Patienten bereits préoperativ stratifiziert
und behandelt wird. Die Entwicklung von wenig-invasiven, schnell detektierbaren und robusten
Markern, die auch zukinftig in der Klinik leicht Anwendung finden, stellt daher eine wichtige

Aufgabe dar.
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1.2 Ziele der Arbeit

Obwohl es sich beim HB um den haufigsten Lebertumor im Kindesalter handelt, sind die
molekularen Hintergriinde insbesondere seiner klinischen Heterogenitat weitestgehend
unbekannt. Zahlreiche Studien, die sich dem genetischen Profil des HBs widmeten und damit
eine hohe Pravalenz an Wnt-Signalwegsmutationen in nahezu allen HB-Patienten, neben einer
sonst duBerst niedrigen Mutationsrate identifizierten, zeigten auf, dass weniger DNA-Mutationen
und viel mehr andere Faktoren die divergente klinische Manifestation bestimmen. Der Einfluss
deregulierter Genexpression unter anderem von embryonalen Signalwegen wie dem Wnt- oder
IGF2-Signalweg auf die Initiation und Progression des HBs konnte bereits gezeigt werden und
ebnete den Weg zur Entwicklung prognostischer Marker, die eine erste Risikostratifizierung von
HB-Patienten ermdglichten. Jedoch werden diese von zahlreichen Limitierungen hinsichtlich
fehlender Reproduzierbarkeit ihrer klinischen Relevanz, Komplexitdt im diagnostischen
Handling oder unzureichendem Wissen zur biologischen Bedeutung begleitet.

Ziel dieser Arbeit war, molekulare Mechanismen und Faktoren durch genomweite Analysen zu
identifizieren, die die klinische Heterogenitdt des HBs erklaren und eine optimierte
Risikostratifizierung erméglichen kénnen.

Basierend auf dem Methylomprofil von 40 pé&diatrischen Lebertumoren sollte zundchst der
epigenetische FuBabdruck hinsichtlich globaler Methylierungsmuster, differentiell methylierten
Regionen, klinischer Relevanz und Kopienzahlverdnderungen studiert werden. Zudem sollte
das globale Transkriptionsprofil von 11 padiatrischen Lebertumoren auf eine mdgliche
Assoziation mit den definierten epigenetischen Gruppen untersucht werden. Die anschlieBende
Integration beider Datensatze sollte eine umfassende Korrelation von Methylierung und
Genexpression und die Identifizierung von Kandidatengenen gewahrleisten. Dariiber hinaus
sollten anhand der genomweiten Analysen molekulare Mechanismen gefunden werden, die bei
der Metastasierung von HBs eine Rolle spielen. Die Funktion identifizierter Kandidatengene und
deren Einfluss auf die Proliferation, Moatilitdt, Migration, Invasion und Selbsterneuerung der
Lebertumorzellen sollte in Form von genspezifischen Uberexpressions- und Knock-down-
Studien beleuchtet werden.

Ferner galt es, das Risikostratifizierungspotential der vier-miR-Signatur® in einer unabhangigen
Patientenkohorte zu testen, sowie das Risikostratifizierungspotential von miR-483, welche
aufgrund seiner Implikationen mit dem Wnt- und IGF2-Signalweg von Interesse war, als neuen
Kandidaten zu validieren.

[12



2 MATERIAL

2 MATERIAL
21 Zelllinien
HepG2 Homo sapiens HB
Hep3B Homo sapiens HCC
HepT1 Homo sapiens HB
HUH6  Homo sapiens HB
HUH7  Homo sapiens HCC
RMS13 Homo sapiens Rhabdomyosarkom

2.2 Zellkulturmaterialien
Dimethylsulfoxid (DMSO), steril
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)
Fetales Kalberserum (FCS), steril
Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep;
10.000 U/ml Pen, 10.000 pg/ml Strep)
Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI1640)
Trypsin-EDTA 0,05%
Trypsin-Neutralisierungslésung, steril

2.3 Bakterien
Escherichia coli (E. coli) DH5a

2.4 Plasmide und siRNAs
FOPFlash Firefly luciferase reporter
pcDNAS3-FLAG-TRIM71
pcDNA3-SP8-VSV
pcDNAS3-VSV
pCMV-Tag2B-FLAG-SP8
pEGFP-N1
pLKO5d.SFFV.dCas9-KRAB.P2A.BSD

pPlat-dCas9
pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB
pPlat-TET-gRNA2

ATCC, Manassas, USA
ATCC, Manassas, USA
Pietsch et al."*

JCRB, Osaka, Japan
ATCC, Manassas, USA
ATCC, Manassas, USA

Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Lonza, Basel, Schweiz

Invitrogen, Karlsruhe, D

Prof. Dr. Frank Kolligs, LMU Minchen
Prof. Dr. Jong Heon Kim, Goyang, Korea
Alexandra Wagner, aus dieser Arbeit
Prof. Dr. Heiko Hermeking, LMU Munchen
Milona et al.'®

ClonTech, Mountain View, CA, USA
Prof. Dr. Jan-Henning Klusmann,
Universitatsklinikum Halle (Saale)
Alexandra Wagner, aus dieser Arbeit
Alexandra Wagner, aus dieser Arbeit
Morita et al.'"®
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pRL-CMV Renilla luciferase plasmid
pRTR

pRTR-SP8-VSV

pUC19

siGENOME Human non-targeting control
siGENOME Human SP8 siRNA smart pool

siGENOME Human TRIM71 siRNA smart pool

TOPFlash Firefly luciferase reporter

2.5 Enzyme
BamHI
DNasel
EcoRl
Hot-start Tag DNA Polymerase
Micrococcal Nuclease
Nhel
Notl
Phusion DNA Polymerase
Proteinase K
RNase A
Sil
SuperScript Il Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

2.6 Antikorper
Anti-E-Cadherin, Kaninchen (WB, IF)
Anti-GFP, Kaninchen (WB)
Anti-H3, Kaninchen (WB)
Anti-IgG, Maus (ChIP)
Anti-Kaninchen Alexa555 (IF)
Anti-Kaninchen HRP (WB)
Anti-Maus HRP (WB)
Anti-Vimentin, Kaninchen (IF)
Anti-Vimentin, Maus (WB)
Anti-VSV-G, Kaninchen (WB, ChiP)
Anti-B-Actin, Kaninchen (WB)

Promega, Mannheim, D

Jackstadt et al."”

Alexandra Wagner, aus dieser Arbeit

Prof. Dr. Heiko Hermeking, LMU Miinchen
Dharmacon, Lafayette, CO, USA
Dharmacon, Lafayette, CO, USA
Dharmacon, Lafayette, CO, USA

Prof. Dr. Frank Kolligs, LMU Minchen

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D
Sigma-Aldrich, St.Louis, MD, USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D
Sigma-Aldrich, St Louis, MD, USA
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D
New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, MD, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, MD, USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D

Cell signaling technology, Danvers, USA
Novus Biologicals, Littleton, CO, USA
Merck Millipore, Burlington, MA, USA
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D
Invitrogen, CA, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Invitrogen, CA, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, MD, USA

Cell signaling technology, Danvers, USA
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Anti-B-Catenin, Kaninchen (WB)

2.7 Kits
Bradford Protein Assay Solution
Dual-Luciferase Reporter Assay System
EpiTect Bisulfite Kit
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix
QlAprep Spin Midiprep Kit
QlAprep Spin Miniprep Kit
QlAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
SYBR Green Master Mix
TagMan MicroRNA Assay fur let7a
(ID 000377)
TagMan MicroRNA Assay fur mir-100
(ID 000437)
TagMan MicroRNA Assay fur miR-371
(ID 000559)
TagMan MicroRNA Assay fur miR-373
(ID 000561)
TagMan MicroRNA Assay fur miR-483-3p
(ID 002339)
TagMan MicroRNA Assay fur miR-483-5p
(ID 002338)
TagMan MicroRNA Assay fur RNU43
(ID 001095)

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit

2.8 Puffer und Lésungen
Block-Lésung (IF)

Block-L6sung (WB)
ChlP-Verdinnungspuffer

Cell signaling technology, Danvers, USA

Bio-Rad, Minchen, D

Promega, Mannheim, D

Qiagen, Hilden, D

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, D
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

5% BSA

0,3% TritonX-100 in PBS

2,5% dry milk in ddH20

0,01% SDS

1% Triton X-100

1,2mM EDTA

16,7 mM Tris-HCI (pH 8,1) in ddH20
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Einfrier-Medium

Elutions-Puffer

Kristallviolett-Farbel6sung

LaAmmli-Puffer

LB-Agar
LB-Medium
LiCl-Wasch-Puffer

MTT1-Lésung
MTT2-Lésung

Nuklei-Lysepuffer
PBS 2x
PBS-T

PFA-L6sung
Protein-Lyse-Puffer

TBE-Puffer

48,8% FCS

39% DMEM

12,2% DMSO in ddH-0

1% SDS

100 mM NaHCOsin ddH20
0,5% Kristallviolett

in 20% Methanol und 80% ddH20
125 mM TrisHCI (pH 6,8)

4% SDS

20% Gilycerol

0,05% Bromphenolblau (in H20)
10% B-Mercaptoethanol in ddH>O
4% LB-Agar in ddH2O

2,5% LB-Medium in ddH20O

250 mM LiCl

1% NP-40

1% Desoxycholsaure (DOC)

1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 8,1)

200 mg MTT in 40 ml PBS

10% SDS

0,037% HCI in ddH20

1% SDS

10 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 8,1) in ddH-O
Apotheke, LMU Minchen

0,1% Tween 20 in PBS (1x)
3,7% PFA in PBS

50 mM HEPES

1 mM EDTA

0,7% DOC

1% NP-40

5 mM LiCl in ddH20

0,45 M Tris

0,45 M Borsaure



2 MATERIAL

TE-Puffer

Tris-Glycin-SDS Laufpuffer 10x

Wasch-Puffer |

Wasch-Puffer Il

Zell-Lyse-Puffer

2.9 Primer und Oligos

Tabelle 1: Primer und Oligos

10 mM EDTA in ddH-0O
10 mM Tris (pH 7,8)

1 mM EDTA

14,4% Glycin

3% Tris

1% SDS

pH 8,3-8,7

0,1% SDS

1% Triton X-100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI (pH 8,1)
150 mM NaCl in ddH20
0,1% SDS

1% Triton X-100

2mM EDTA

20mM Tris-HCI (pH 8,1)
500 mM NaCl in ddH20
5mM PIPES (pH 8,0)
85mM KClI

0,5% NP-40 in ddH-0

Name | Vorwiértssequenz 5°-3’

| Reverse Sequenz 5’-3’

Primer zur Vektorklonierung

#1 TGCGGATCCGGAACCATGGCAAC | TGCGAATTC
TTCACTTCTAGGGGAAGAA CTCTAGGCCGTTGCGGTGCCC
#2 TGCGCTAGC TGCGCGGCCGC
AGAGGCTCTCCCAAGAAAAAG GGGCTCTTCTCCCTTCTCCAA
#3 TGCGGATCCG TGCGGATCCT

CAGGTGGAGGTGGAAGCGGTAG

CAGGGCTCTTCTCCCTTCTCCAAC

Sequenzierprimer

T7 TAATACGACTCACTATAGGGA

SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAG
U6 GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC

KRAB_seql | GGAAAGTGGACGGCATTGGTAG

KRAB seg2 | GAGCTCTACAAAGGTGGAGGTC

qPCR-Primer

SP8 CACTTCTAGGGGAAGAACCGAG | GCTGGGGCTGCCTATCTTATT
FGF8 CCCCTTCGCAAAGCTCATC CCCCTTCTTGTTCATGCAGA
Vimentin AGCAATATGAAAGTGTGGCTGC GTCATTGTTCCGGTTGGCA
E-Cadherin CGAGAGCTACACGTTCACGG TTGTCGACCGGTGCAATCT
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ZEBH1 TCAAATGCACTGAGTGTGGAAAA | GCAGTTTGGGCATTCATATGG
TWIST1 TCCGCGTCCCACTAGCAG TGTCCATTTTCTCCTTCTCTGGA
SPP1 GTTTCGCAGACCTGACATCCA CCATTCAACTCCTCGCTTTCC
DLK1 GCAACCCCCAAAATGGATTC GAGGTCACGCACTGGTCACA
SEMAS5A TAGCCAGGTGCTGAAGAGG GTCTCACACACCAACACAGG
CAV2 CACCGGCTCAACTCGCAT TGCAGATCCACACTTTGTCAAAG
TRIM71 GCTGTGGAAGGTAGAAAAGATCC | GCTTGTTGAGGTTTTGCCG

TBP GCCCGAAACGCCGAATAT CCGTGGTTCGTGGCTCTCT
AXIN2 TATCCAGTGATGCGCTGACG TGTTTCTTACTGCCCACACGAT
CCND1 TCACACGCTTCCTCTCCAGA AGGCTTGACTCCAGCAGGG
DKK1 GCTGCCCCGGGAATTACT TGGTTTCCTCAATTTCTCCTCG
LGR5 ACAGCAGTATGGACGACCTTCA CAGGTCTTCCTCAAAGTCAAGCA
ChIP-gPCR-Primer

SP8 BS1 CAGAGTTTGCAGCCCTAGG AGGGTCTGGGCTAGGGGA

SP8 BS2-5 CTAGCCCAGACCCTCAATCC GAACTGGGGCCTGGATGC

Primer fiir Pyrosequenzierung

TRIM71_P1

GAGTGTAAAGGTTTTTAGGGTTAT

Biotin-AACCTACCTTCATTAAATTC

(PCR) ATT

TRIM71_P1 | GGTTTTTAGGGTTATATTGTAAT

(Seq)

TRIM71_P2 | GTTTTTTTTAGGTAAGAAGTTAGG | Biotin-ACTCACCCTACATTTAATCC
(PCR) GGGTAG CAAACT

TRIM71_P2 | AGTTAGGGGGTAGTTA

(Seq)

TRIM71_P3 | TTGAGATTAAAGGTGATAAATTAG | Biotin-TCCTCCAAAAATATCCTAAA
(PCR) TGT ACTCCT

TRIM71_P3 | ATTAATAGGTAGTGAGGT

(Seq)

 guideRNAs fur CRISPR interference

GAAAGGACGAAACACCGTTCAGC
GCATCCCTAGTGA

gRNA-CMV | TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTG | GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT
GAAAGGACGAAACACCGGCTGCA | TTCTAGCTCTAAAACCACGACCAA
GAAGTTGGTCGTG CTTCTGCAGCC

gRNA-1 TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTG | GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT
GAAAGGACGAAACACCGCCCCG | TTCTAGCTCTAAAACATGGCGCGC
GGGCCGCGCGCCAT GGCCCCGGGGC

gRNA-2 TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTG | GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT
GAAAGGACGAAACACCGACTCAC | TTCTAGCTCTAAAACCGCTGAGCT
AGGCAGCTCAGCG GCCTGTGAGTC

gRNA-3 TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTG | GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT
GAAAGGACGAAACACCGCTTCGG | TTCTAGCTCTAAAACTCAGCGCGC
TAAGGCGCGCTGA CTTACCGAAGC

gRNA-4 TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTG | GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT
GAAAGGACGAAACACCGAGCGT | TTCTAGCTCTAAAACCAGTACCGA
GCGGGTCGGTACTG CCCGCACGCTC

gRNA-5 TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTG | GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT

TTCTAGCTCTAAAACTCACTAGGG
ATGCGCTGAAC

Sequenzen von Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen

2.10 Chemikalien und Reagenzien
13t strand buffer

Invitrogen, Karlsruhe, D
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2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

6x DNA Loading Dye

Agarose

Albumin Fraction V (BSA)
Ampicillin

Bio-Rad Protein Assay
Borsaure

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chloroform

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Desoxycholsaure

Dithiothreitol (DTT)

dNTPs (10 mM)

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FuGene Transfektionsreagenz
Gene Ruler 1 kb DNA ladder
Gene Ruler 100 bp DNA ladder
Glycin

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kanamycin

Kristallviolett

Lipofectamine 2000
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid

Matrigel

Methanol

Milchpulver

MTT Formazan Pulver
Natriumhydrogencarbonat
Nonidet-P40

AppliChem, Darmstadt, D

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D
PeQLab, Erlangen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Bio-Rad, Minchen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
SERVA, Heidelberg, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Roche, Mannheim, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roche, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Steinheim, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Promega, Madison, WI, USA
Fermentas St.Leo-Rot, D
Fermentas St.Leo-Rot, D
GERBU Biotechnik, Gaiberg, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Corning, New York, USA
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St.Louis, MD, USA
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Page Ruler Prestained Protein Ladder Fermentas St.Leo-Rot, D
Parafomaldehyd Carl Roth, Karlsruhe, D

Piperazine-N,N-Bis-2 Ethen-Sulfonsgure
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

(PIPES)

Protein G-Agarose-Beads Roche, Mannheim, D
PyroMark Annealing Buffer Qiagen, Hilden, D

PyroMark Binding Buffer Qiagen, Hilden, D

PyroMark Denaturation Buffer Qiagen, Hilden, D
PyroMark Gold Q24 Reagents Qiagen, Hilden, D

PyroMark Wash Buffer Qiagen, Hilden, D

Random hexamer primer Roche, Basel, Schweiz
Salzsaure Carl Roth, Karlsruhe, D
SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D
Sodiumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, D
Sodiumdeoxycholat Carl Roth, Karlsruhe, D
Sodiumdodecylphosphat Carl Roth, Karlsruhe, D
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix  Bio-Rad, Minchen, D
Streptavidin-beschichtete Sepharose-Beads GE Healthcare, Frankfurt, D
Tetracyclin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
TRI Reagent RNA Isolation Reagent Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth, Karlsruhe, D
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Tween-20 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Ultra Pure TM DNase/RNase-freies destilliertes _ ] ]
W Life Technologies GmbH, Ismaning, D
asser

_ _ Vector Laboratories Inc., Burlingame,
Vectashield with DAPI

USA
Western Blot Protein Standard Bio-Rad, Minchen, D
2.11 Verbrauchsmaterialien

12-Well-Platten, nicht-pyrogen NUNC, Langenselbold, D
24-Well-Platten, nicht-pyrogen NUNC, Langenselbold, D
4-12% Tris-Glycin Gele Invitrogen, Karlsruhe, D
4-20% Tris-Glycin Gele Invitrogen, Karlsruhe, D
6-Well-Platten, nicht-pyrogen NUNC, Langenselbold, D
8-Well PCR-Streifen Eppendorf, Hamburg, D
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96-Well-Platten, nicht-pyrogen

Biosphere Filterspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)
Costar Stripette serologische Pipetten 10ml
Costar Stripette serologische Pipetten 25ml
Costar Stripette serologische Pipetten 5ml
Deckglaser

Falcon Reaktionsgefa 15ml/50ml
Glasspitzen

Handschuhe, Nitril Extra, Powder-free
Handschuhe, Vasco Nitril soft blue
Objekttrager

Parafilm

PCR 96-Wellplatten

Petrischale 100mm, beschichtet
Petrischale 100mm, unbeschichtet
Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)
PyroMark Q24 Platte

Safe-lock Eppendorf Reaktionsgefal3 1,5 ml
Safe-lock Eppendorf Reaktionsgefal3 2 ml
Trans-Blot Turbo Mini PVDF Transfermembran
Transwell Zellkultur-Einlagen

Zahlkammern

Zellkultur T-Flasks 150m?
Zellkultur T-Flasks 25m?
Zellkultur T-Flasks 75m?
Zellschaber

212 Laborausstattung

Agarose Gelelektrophoresekammer
Bio Photometer

COz2-Inkubator MCO-20AIC

Diana Ill Chemilumineszenz Imager
Excella E24 Inkubator

Feinwaage Te1245

GelJet Imager Version 2004

NUNC, Langenselbold, D

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, D
Corning GmbH, Wiesbaden, D
Corning GmbH, Wiesbaden, D
Corning GmbH, Wiesbaden, D
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, D
Halyard Health Inc., Alpharetta, USA
Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Brand, Wertheim, D

PeQLab, Erlangen, D

NUNC, Langenselbold, D

Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Qiagen, Hilden, D

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Bio-Rad, Minchen, D

Corning Inc., Corning, NY, USA

KOVA international, Garden Crove, CA,

USA

NUNC, Langenselbold, D

NUNC, Langenselbold, D

NUNC, Langenselbold, D
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, D

Bio-Rad, Minchen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Sanyo, Tokio, Japan

Raytest GmbH, Straubenhardt, D
New Brunswick Scientific, Edison,USA
Sartorius, Géttingen, D
Intas, Gottigen, D
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GENios Mikroplattenleser Tecan, Crailsheim, D
Heizblock MR 3001 Heidolph, Kehlheim, D
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D
Inkubator Memmert, Schwabach, D
Kamera AxioCam MRm Zeiss, Jena, D

Mastercycler ep realplex2 Eppendorf, Hamburg, D
Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg, D
Mikroliterzentrifuge MZ014 G. Kisker, Steinfurt, D
Mikroskop Axiovert 135 Zeiss, Jena, D

Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss, Jena, D

Mikrowelle Panasonic, Hamburg, D
NanoDrop 1000 Instrument Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Powershot G6 Kamera Canon, Tokio, Japan
PyroMark Q24 System Qiagen, Hilden, D

PyroMark Vacuum Workstation Qiagen, Hilden, D

Schdttler, Rock-N-Roller G. Kisker, Steinfurt, D
Schdttler, Unimax 1010 Heidolph, Schwabach, D
SimpliAmp Thermal Cylcer Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Thermomixer Kompakt Eppendorf, Hamburg, D
Transblot Turbo-Blot Bio-Rad, Minchen, D
Vortexer Genie2 Scientific Industries, NY, USA
Waage EMB 600-2 KERN & SOHN, Ballingen, D
Wasserbad GFL 1083 GFL, Wien, Osterreich
Zentrifuge 5702 Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge J2-21 Beckman Coulter, Krefeld, D
Zentrifuge LMC-3000 G. Kisker, Steinfurt, D

2.13 Software und Webtools

AxioVision Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Chromas 1.4.5 Technelysium Pty Ltd, South Brisbane,
Australien

CRISPOR!® http://crispor.tefor.net/

Cytoscape 3.7.2'° http://www.cytoscape.org/

DAVID120 https://david.ncifcrf.gov/

Ensembl http://www.ensembl.org/

everyVector http://www.everyvector.com/
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GraphPad Prism 8.2.1
Imaged 1.52a

NCBI Blast

NEBioCalculator

Primer3

PyroMark Q24 Advanced Software
R Software 3.5.121

GraphPad Software, San Diego, USA

National Institute of Health, Bethesda,

Maryland, USA
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

http://frodo.wi.mit.edu/
Qiagen, Hilden, D
http://www.R-project.org/
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3.1 Patienten

Hepatoblastomgewebe sowie korrespondierendes Normalgewebe der Leber entstammte von
Patienten, die in der Klinik und Poliklinik fir Kinderchirurgie des Dr. von Haunerschen
Kinderspitals operiert wurden. Vorab wurde von jedem Patienten die Einverstandniserklarung
unterzeichnet, sowie das Studienprotokoll von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen genehmigt (Antragsnummer 431-11).

3.2 Prokaryotische Kulturen

3.21 Kultivierung und Lagerung von E.coli-DH5a
Um eine E.coli-Flissigkultur anzulegen, wurden 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Seleketionsreagenz Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (50 pg/ml) versetzt, mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und 16 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Lagerung von
kompetenten E.coli-DH5a erfolgte bei -80°C.

3.2.2 Transformation von E.coli-DH5a mit Plasmid-DNA

Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden zunachst 50 pl E.coli-DH5a auf Eis aufgetaut,
mit 50-100 ng Plasmid-DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Der darauffolgende
Hitzeschock fur 40 sec bei 42°C ermdglichte die Aufnahme der Plasmid-DNA. Nach weiteren
2 min Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 250 pl SOC-Medium und eine weitere
Inkubation bei 37°C und 550 rpm von mindestens einer Stunde. Dann wurden 50 pl der
Bakteriensuspension auf Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur
Aufbewahrung der Kolonien von bis zu 3 Monaten wurden die Agarplatten mit Parafilm
verschlossen und bei 4°C gelagert.

3.3 Eukaryotische Zellkulturen

3.3.1  Zellkulturbedingungen
Fir die Durchfiihrung der in vitro-Experimente wurden die drei HB-Zelllinien HepG2, HUH6 und
HepT1, sowie zwei Zelllinien eines hepatozelluldren Karzinoms (Hep3B und HUH7) verwendet.
Zur Optimierung des CRISPR interference-vermittelten Knock-downs von FGF8 wurde die
Rhabdomysarkomzelllinie RMS13 genutzt. Alle Zelllinien wuchsen in RPMI1640, welches mit
10% (v/v) fetalem Kalberserum (FCS) und 1% Pen-Strep versetzt war, und wurden bei 37°C bei
feuchter Atmosphare und 5% CO: kultiviert. Bei Erlangung einer Konfluenz von etwa 90% (ca.
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2-3 mal pro Woche) wurden die Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA in einem Verhéltnis von
1:10 (Hep3B, HUH7, HepT1, RMS13) bzw. 1:5 (HepG2, HUH6) passagiert.

3.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Die Zellen wurden zunachst mit Trypsin-EDTA abgel6ést, die Reaktion mit FCS-
supplementiertem Medium gestoppt, die Zellsuspension in ein 15 mi-Falcon Gberflhrt und fir
5 min bei 0,2 xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im Anschluss mit 500 pl serumfreiem DMEM-
Medium resuspendiert, mit 9,5 ml Einfriermedium verdinnt und in Kryoréhrchen Ubertragen.
Diese wurden fiir 48 h bei -80°C gelagert, sowie anschlieBend dauerhaft in fliBigem Stickstoff
praserviert.

Um kryopraservierte Zelllinien aufzutauen, wurden diese zu 5 ml vorgewarmten
RPMI1640/FCS/Pen-Strep hinzugegeben, bei 0,2 xg fir 5 min zentrifugiert, das Pellet in 1 ml
RPMI1640/FCS/Pen-Strep resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Gberflihrt. Nach 24 h
Inkubation wurde das Medium ausgetauscht.

3.4 Proliferationsassay

Um die Zellproliferation zu bestimmen, wurden 5000 Zellen/ Well einer 96-Well-Platte in 100 pl
RPMI1640-Medium ausgesat. Dann wurden 10 pl/ Well der MTT1-Lésung hinzugegeben und
fir 4 h bei 37°C inkubiert. Die Zugabe von 100 pl/ Well der MTT2-Lésung mit sofortiger
Durchmischung der Wells leitete die Zelllyse ein. Erneut folgte eine Inkubation bei 37°C Uber
Nacht. AnschlieBend wurde die optische Dichte bei einer Wellenlange von 595 nm am GENios
Plate Reader bestimmt.

3.5 Wound healing Assay

Transient bzw. stabil transfizierte Zellen wurden in hoher Dichte im 12-Well-Format ausgesat,
um am darauffolgenden Tag Konfluenz zu erreichen. Eine ,Wunde” von ca. 1 mm Breite wurde
mit Hilfe einer Pipettenspitze dem Zellrasen zugefiigt und die WundschlieBung fir 96 h
beobachtet. Alle 24 h wurde der Status quo anhand der Powershot G6-Kamera, welche mit dem
Axiovert 40CFL Mikrosop verbunden war, dokumentiert. Die Bildanalyse erfolgte mit ImageJ.

3.6 Boyden Chamber Assay

Zur Analyse der Invasion wurden Transwell-Zellkultureinsatze 2 h vor ihrem Gebrauch mit 50 pl
Matrigel-Lésung (1:1 Verdinnung mit RPMI1640) beschichtet bzw. unbeschichtet zur Studie der
Migration verwendet und in 24-Well-Platten, welche mit 750 ul RPMI1640 und 30% FCS als
Chemoattraktant versehen waren, eingestellt. 1x 10° Zellen zur Studie der Invasion bzw. 0,7 x
10° Zellen zur Analyse der Migration wurden in nicht-supplementiertem RPMI1640 im oberen
Kompartiment ausgesat und fir 48 h (Migration) bzw 72 h (Invasion) inkubiert. AnschlieBend

| 25



3 METHODEN

wurden die Zellen mit 3,7%iger PFA-Lésung fir 2 min fixiert, mit Methanol 10 min
permeabilisiert, mit 0,5%iger Kristallviolett-Lésung 5 min angefarbt und zweimal mit PBS
gewaschen. Mit einem Wattestédbchen wurden die Zellen im oberen Kompartiment entfernt und
die Zellzahl der migrierten/ invasiven Zellen durch die Dokumentation mit dem Axiovert 40CFL
Mikroskop und der damit verbundenen Powershot G6-Kamera festgehalten. Die Bildanalyse
wurde mit Imaged Cell Counter Plugin durchgefiihrt.

3.7 Klonogener Assay

5000 Zellen/ Well wurden in einer 6-Well-Platte ausgeséat und fur 8-10 Tage bei 37°C kultiviert.
Dann wurden die Zellen mit Methanol fir 10 min fixiert und permeabilisiert, fiir 5 min mit 0,5%iger
Kristallviolett-Lésung gefarbt und zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen. Nach Trocknung der
Platten erfolgte die Quantifizierung der Kolonien mit Hilfe des GelJet Imagers und
anschlieBender Auswertung der Bilder mit dem ImagedJ Cell Counter Plugin.

3.8 Luciferase Assay

Zur Durchfuhrung des Luciferase Assays wurden 5x 10* Zellen/ 12-Well ausgeséat und am
nachsten Tag mit den Reporterplasmiden pTOP (Firefly-Luciferase unter Kontrolle von TCF/LEF
Bindestellen) und pRL-TK (Renilla-Luciferase zur Normalisierung der Transfektionseffizienz)
bzw. pFOP (Firefly-Luciferase unter Kontrolle von mutierten TCF/LEF Bindestellen) und pRL-
TK mit FUGENE HD entsprechend Abschnitt 3.9.7 transfiziert (Plasmid-DNA-Verhaltnis 10:1).
48 h nach der Transfektion erfolgte die Bestimmung der Lumineszenz anhand des Dual-
Luciferase Reporter Assay Systems entsprechend der Herstellerangaben. Dazu wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und fiir 15 min durch Zugabe von 250 ul 1x Passive Lysis Buffer
(Promega) bei 250 rpm und Raumtemperatur lysiert. In einer weiBen 96-Well-Platte wurden
100 ul LARII (Promega) vorgelegt und nach Abschluss der Lyse 20 pl Zellsuspension
hinzugegeben. Nach 10 min Inkubation im Dunkeln erfolgte die Messung der Firefly-Luciferase-
Aktivitat mit dem GENios Microplatereader. Um die Reaktion zu stoppen und gleichzeitig die
Renilla-Luciferase-Aktivitdt anzuregen, gab man 100 ul Dual-GloTM Stop & Glo Reagent
(Promega) zu jeder Messung hinzu und inkubierte flr weitere 10 min unter Lichtausschluss.
Erneut konnte anhand des GENios Microplatereader die Lumineszenz dokumentiert werden.

3.9 DNA-Methoden
3.9.1 Isolation von genomischer DNA

Genomische DNA aus Patientengewebe wurde durch die technische Assistenz von Frau
Fatemeh Promoli unter Anwendung der Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnen.
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3.9.2 Isolation von Plasmid-DNA
Am Vortag der Plasmid-DNA-Isolation wurden 5 ml Flissigbakterienkultur angelegt und fiir 16 h
inkubiert. Nach Zentrifugation der Bakteriensuspension bei 2360 xg fur 4 min erfolgte die
Isolation mittels Qiagen MiniPrep Kit gemai den Angaben des Herstellers.

3.9.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Amplifikation von DNA-Fragmenten fir die nachfolgende Klonierung wurde mit einem
Reaktionsvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des Reaktionsmixes findet
sich in der nachfolgenden Auflistung (Tabelle 2). Das Zyklusprogramm ist Tabelle 3 zu

entnehmen.

Tabelle 2: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsmixes

Hot-Start Reaktionspuffer (10x) 2 ul
MgCl 1,2 ul
DMSO bis zu 0,6 pl
Forward Primer (10 nM) 1l
Reverse Primer (10 nM) 1ul
dNTPs (10 mM) 0,4 ul
Hot-Start Taqg DNA Polymerase 0,2 ul
DNA Template 2ul
ddH:=0 auf 20 ul
Tabelle 3: Zyklusprogramm der PCR
Zyklusschritte Temperatur [°C] Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 2 min 1x
Denaturierung 95 15 sec
Annealing 56-72 15 sec 40x
Extension 72 20 sec
Finale Extension 72 5 min 1x
Halten 14 0 1X

3.9.4 Restriktionsverdau

Der Verdau von DNA erfolgte mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen in einem Gesamtvolumen

von 20 pl nach Herstellerangaben entsprechend der unten stehenden Auflistung (Tabelle 4).

Tabelle 4: Bestandteile des Restriktionsverdaus

DNA Xul (1 pg)
Reaktionspuffer (10x; Tabelle 5) Xl
Restriktionsenzym | 1l
(Restriktionsenzym 1) Xl
ddH0 auf 20 pl

Die individuellen Puffer- und Temperaturbedingungen sind in nachfolgender Tabelle
(Tabelle 5) zu finden.
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Tabelle 5: Reaktionsbedingungen der Restriktionsenzyme

Temperatur Reaktionspuffer - Reaktionspuffer -
Einfachverdau Doppelverdau
Sfil 50°C Puffer G 1x Tango
BamHI 37°C Puffer G/ 2x Tango 2x Tango
EcoRlI 37°C Puffer O/ 1x Tango 2x Tango
Nhel 37°C 1x Tango 1x Tango
Notl 37°C Puffer O 2x Tango

3.9.5 DNA-Ligation

Die Ligation von zwei DNA-Fragmenten erfolgte in einem Reaktionsansatz von 20 pl. Mit einem
3:1-Verhéltnis von DNA-Fragment zu Plasmid-DNA wurden grundsatzlich die besten
Klonierungsergebnisse erzielt. Die Menge an DNA-Fragment wurde anhand des
NEBioCalculators (http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) abhangig von dessen Lange
bestimmt. Die Zusammensetzung des Reaktionsmixes kann nachfolgender Tabelle (Tabelle 6)
enthnommen werden. Alle Bestandteile wurden auf Eis pipettiert und anschlieBend bei 16°C lber
Nacht inkubiert. Nach der Hitzeinaktivierung von 10 min bei 65°C wurden 5 pl des Ansatzes
enthommen und entsprechend Absatz 3.2.2 in kompetene E.coli-DH5a transformiert.

Tabelle 6: Reaktionsmix der DNA-Ligation

DNA-Fragment Xul
Plasmid-DNA (linearisiert) X pl (100 ng)
T4 DNA Ligase 1 ul

T4 DNA Ligase Puffer 2l

H20 auf 20 pl

3.9.6 Sanger-Sequenzierung
Die Uberpriifung von DNA-Sequenzen, insbesondere von neu klonierten Plasmiden, erfolgte
mittels Sanger-Sequenzierung durch den Sequencing Service der biologschen Fakultat der LMU
Minchen. Dazu wurde 1 pl Sequenzierprimer zusammen mit 350 ng Plasmid-DNA in einem
Reaktionsvolumen von 7 pl versendet. Die Sequenzierdaten konnten wenige Tage spéter auf
der Homepage des Dienstleisters (http://www.gi.bio.Imu.de/sequencing) heruntergeladen
werden. Das Programm Chromas und NCBI blastn ermdglichten die nachfolgende Sequenz-

Analyse.

3.9.7 DNA-Transfektion
Um Plasmid-DNA in Zellen einzubringen wurde das nicht-liposomale Transfektionsreagenz
FUGENE HD geméaB den Herstellerangaben verwendet. Das Verhaltnis von

Transfektionsreagenz zu Plasmid-DNA betrug dabei 3:1.
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Fur die Durchflihrung der sogenannten “sitzend-Transfektion” wurden am Vortag 4x 10° Zellen/
Well in einer 6-Well-Platte ausgesat, um am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 70-85%
zu erreichen. Pro 6-Well-Ansatz wurden 9,9 ul FUGENE HD mit 3 ug DNA in 155 pl ddH-O
gemischt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml serumfreiem RMPI1640-Medium versetzt. Der
FuGENE-DNA-Mix wurde im Anschluss tropfchenweise auf die Zellen pipettiert und tGber Nacht
inkubiert. 24 h nach erfolgter Transfektion wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen
entsprechend dem nachfolgenden Experiment verwendet.

Um Zellen in Suspension zu transfizieren wurden je Ansatz zunachst 3,3 ul FUGENE HD mit
1 pug DNA in 52 pl ddH.O vermischt und fir 10 min inkubiert. 3,2x 10° Zellen in 944,7 pl
serumfreien Medium wurden darauffolgend mit der FUGENE-DNA-Mischung versetzt und far
6 min bei 850 rpm und 37 °C inkubiert. 1 ml Vollmedium wurde wahrenddessen in einem 6-Well
vorgelegt und die Zell-FuGENE-DNA-Suspension hinzugegeben und UGber Nacht inkubiert.
Ebensfall 24 h nach Transfektion wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen entsprechend
dem nachfolgenden Experiment eingesetzt.

3.9.8 Analytische Gelelektrophorese

Fir die analytische Gelelektrophorese wurden 1%ige Gele verwendet. Daflir wurde die
entsprechende Menge Agarose in TBE-Puffer gel6st (1x) und 6 pl des interkalierenden Agenz
Ethidiumbromid zu 100 ml Agarose-Ldsung hinzugegeben, um eine Visualisierung von DNA in
ultraviolettem Licht zu ermdglichen. Die Proben wurden in einem 6:1 Verhaltnis mit Ladepuffer
(6x) gemischt. Zur GréBenbestimmung der DNA wurde der 100 bp DNA ladder oder der 1 kb
DNA ladder verwendet. Die Separation der DNA-Fragmente erfolgte bei 90-110 V bis die
gewdinschte Auftrennung erzielt wurde.

3.9.9 Bisulfitkonvertierung
Die Bisulfitkonvertierung von 1 ug genomischer DNA wurde mit dem Qiagen EpiTect Bisulfite
Kit nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

3.9.10 Globale DNA-Methylierungsanalyse
Bisulfitkonvertierte DNA (siehe 3.9.9) von 28 HB-, 6 HCC-, 3 fibrolamellaren HCC-, 3 malignen
Rhabdoidtumoren der Leber- und 8 Normalleber-Proben wurde durch die Mikroarray-Unit am
DKFZ Heidelberg nach Angaben des lllumina HD-Methylierungsprotokolls gegen den Human
Methylation 450 BeadChip-Mikroarray hybridisiert. Alle Schritte der Datenprozessierung wurden
mit dem minfi Package durchgefiinrt.'?> Zunachst erfolgte die Praprozessierung mittels
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stratifizierter Quantilnormalisierung, welche in der preprocessQuantile-Funktion implementiert
ist.’>3 Im Weiteren wurden alle CpG-Proben, die innerhalb eines SNPs lagen (17.541 CpG-
Proben) sowie alle auf dem X- oder Y-Chromosom lokalisierten Proben (11.458 CpG-Proben)
von der Downstream-Analyse ausgeschlossen, was insgesamt in einer Anzahl von 456.513
CpG-Proben fir jede der 48 Proben resultierte. Zur Annotation der Proben diente die Manifest-
Datei, welche auf dem humanen Referenzgenom UCSC hg19 basierte. Die Angabe der
Methylierungswerte erfolgte in Form von 3-Werten, welche Werte zwischen 0 fir nicht-methyliert
und 1 fir 100% methyliert annehmen kdénnen. Um Verzerrungen aus unterschiedlichen
Messzeitpunkten auszuschlieBen, wurden die B-Werte mit der ComBat-Funktion aus dem SVA
Package im letzten Schritt korrigiert.'2*

3.9.11 Pyrosequenzierung

Zur Bestimmung der DNA-Methylierung einer ausgewahlten Region von TRIM71 mittels
Pyrosequenzierung wurde 1 pl bisulfitkonvertierter DNA (siehe 3.9.9) unter Verwendung des
entsprechenden Primerpaares (siehe Tabelle 1) amplifiziert. Die PCR-Reaktion, welche sich aus
500 nM Primer fw, 500 nm Primer rv, 1x Hot start Taq Buffer, 2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl», Hot
start Taq Polymerase (1U), Nuklease-freiem ddH-O (insgesamt 20 pl) zusammensetzte, wurde
entsprechend Abschnitt 3.9.3 durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur lag fur TRIM71_P1
(PCR) bei 49°C, fir TRIM71_P2 (PCR) bei 59°C und fir TRIM71_P3 (PCR) bei 55°C.
AnschlieBend wurden 3 pl des PCR-Produktes auf ein 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung der
erfolgreichen Amplifikation und zur GréBenkontrolle des PCR-Produktes aufgetragen (siehe
3.9.8). Die Ubrigen 17 pl wurden mit 4 ul Streptavidin-beschichteten Sepharose-Beads, 40 ul
PyroMark Binding Buffer und 19 pl Nuklease-freiem ddH20 (insgesamt 80 pl) versehen. Die
vorbereitete Mischung wurde anschlieBend in eine 24-Well-PCR-Platte Gberfihrt und fir
mindestens 5 min bei 800 rpm geschittelt. In der Zwischenzeit konnte der entsprechende
Sequenzierprimer (siehe Tabelle 1; TRIM71_P1 (Seq), TRIM71_P2 (Seq) und TRIM71_P3
(Seq)) durch die Verwendung des PyroMark Annealing Buffers auf 0,3 pM verdiinnt werden und
als 25 pl-Aliquots auf die PyroMark Q24 Platte verteilt werden. Nach Ablauf der 5 Minuten wurde
die PCR-Mischung durch die PyroMark Q24 Vacuum Workstation angesaugt, mittels PyroMark
Denaturation Buffer denaturiert und der Ubrige, einstrédngige, biotinylierte DNA-Strang in die
PyroMark Q24 Platte eingebracht. Die Beflillung der Kartusche erfolgte nach Herstellerangaben
mit PyroMark Gold Q24 Reagents. AbschlieBend wurde die Kartusche und die PyroMark Q24
Platte in das PyroMark Q24 System eingestellt und der Sequenzierlauf gestartet. Die
Auswertung erfolgte mit der PyroMark Q24 Advanced Software.
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3.10 RNA-Methoden

3.10.1 Isolierung von RNA

Zur Gewinnung von RNA aus Zelllinien wurde 1 ml TRIzol direkt auf die Zellen gegeben und in
ein 2 ml Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Alle Schritte erfolgten auf Eis. Um die Phasentrennung
einzuleiten wurden 200 pl Chloroform hinzugefligt, 15 sec gevortextet, 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss 15 min bei 12000 xg und 4°C zentrifugiert.
Vorsichtig wurde die oberste Phase in ein neues 2 ml-Reaktionsgefa3 gegeben und die RNA
durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol und darauffolgender 10-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur geféllt. Erneut wurde fur 15 min bei 12000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-
Pellet wurde durch die Zugabe von 1,5 ml 70%igem, geklhltem Ethanol und anschlieBender
Zentrifugation fir 5 min bei 7500 xg und 4°C gewaschen. Danach wurde das Pellet flir 10 min
luftgetrocknet und durch Zugabe von 50 pl ddH2O (bei sehr kleinem Pellet 20-30 pl ddH20) fir
15 min bei 55°C gel6st. Die Quantifizierung und Qualitatsbestimmung wurde mit dem UV-
Spektrophotometer NanoDrop 1000 durchgefiihrt. Dazu wurde 1 pl eluierte RNA gegen das
entsprechende Elutionsreagenz (RNA-Elutionspuffer bzw. Nuklease-freies ddH-0) als Referenz
quantifiziert. Die Quantitat konnte durch die Absorbtion bei 260 nm bestimmt werden. Die
Beurteilung der Reinheit erfolgte anhand des optischen Dichte-Verhaltnisses von A260/A280,
wobei reine RNA ein Verhéltnis zwischen 1,8 und 2,0 aufzuweisen hatte. Die RNA wurde bei -
80°C gelagert.

3.10.2 RNA-Sequenzierung

1 pg reiner RNA von je 11 Tumorproben, 11 Normallebern und 4 Zelllinien wurde am Helmholtz-
Zentrum Minchen (Arbeitsgruppe Tim Strom) prozessiert. Zur Anreicherung des codierenden
Transkriptoms wurde das TruSeq Non-stranded RNA v2 Kit verwendet. Die Sequenzierung von
100 bp-paired-end runs, was in einer Gesamtzahl von 35-97 Millionen reads resultierte, wurde
am HiSeq2500-System durchgefiihrt. Der STAR aligner v 2.4.2a'?® mit modifizierten Parametern
(--twopassMode = Basic) wurde flr das split-read Alignment der reads herangezogen. Als
humanes Referenzgenom wurde hg19 (GRCh37) zusammen mit der UCSC knownGene-
Annotation genutzt. Die Quantifizierung der reads, welche mit Teilen annotierter Gene
Ubereinstimmten, erfolgte mit dem HTseqg-count v0.6.0"%.

Zur Bestimmung differentiell exprimierter Gene zwischen verschiedenen Analysegruppen
wurden die quantifizierten reads mit Hilfe des Bioconductor Packages DESeq2'?” normalisiert
und ausgewertet.
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3.10.3 Reverse Transkription (RT)

Fir die Synthese der cDNA wurden 2 ug RNA/ 7 pl Nuklease-freiem ddH>O zusammen mit dem
SuperScript Il Kit verwendet. Zunachst wurden 5 ul Random Hexamer Primer zur RNA
zugegeben und das Annealing der Primer bei 70°C fir 10 min durchgefiihrt. Anschlieend
wurden je Probe 4 pl 15 strand buffer (5x), 2 pul 0,1M DTT und 1 pl 10 mM dNTPs hinzugefiigt
und flr 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ansatze wurden dann fir 2 min bei 42°C
vorgewarmt, 1 ul SuperScript Il zugegeben und fur weitere 60 min bei 42°C inkubiert. Nach der
Hitzeinaktivierung bei 70°C fir 10 min wurde die cDNA mit 80 pl ddH20 aufgefillt, um ein
Endvolumen von 100 pl zu erhalten.

3.10.4 Quantitative real-time PCR (Q-PCR)
Die genspezifische Expression wurde mittels quantitativer real-time PCR analysiert. cDNA,
welche entsprechend Abschnitt 3.10.3 generiert wurde, wurde als Template zusammen mit dem
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix genutzt.
Der Reaktionsmix (20 pl) pro Well einer 96-Well-PCR-Platte setzte sich aus nachfolgenden
Bestandteilen zusammen (Tabelle 7):

Tabelle 7: Reaktionsmix der Q-PCR

cDNA 2 ul
SYBR® Green Supermix 10 ul
Primer fw 1 pl
Primer rv 1 pl
ddH20 6 ul

Nach dem Verschluss der Platte mit einer durchsichtigen Folie, wurde diese kurz zentrifugiert,
in den Mastercycler ep realplex2 eingestellt und folgendes Zyklusprogramm gestartet
(Tabelle 8):

Tabelle 8: Zyklusprogramm der Q-PCR

Zyklusschritte Temperatur [°C] Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 2 min 1x
Denaturierung 95 15 sec

Annealing 59 15 sec 40x

Extension 68 20 sec

Die Datenanalyse erfolgte durch die realplex Software mit anschlieBender Berechnung der
AACtWerte entsprechend Pfaffl und Kollegen'?®. Das AACt-Modell basiert dabei auf dem
Vergleich eines Zielgens mit einem Housekeeping-Gen (hier: TATA-box Binding Protein, TBP)
sowie dem Vergleich der Expression des Zielgens in der Behandlungsgruppe mit seiner
Kontrollgruppe.'?® Die Bestimmung der Ct-Werte wurde stets in Dubletten durchgefiihrt und der
sich daraus ergebende Mittelwert fur die Kalkulation herangezogen.
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3.10.5 Transfektion von siRNA

Lipofektion

Zur Einbringung von siRNA in HepT1-Zellen wurde die Methodik der Lipofektion gewéahlt. Dazu
wurde das Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 verwendet, welches eine kationische
Liposomenformulierung darstellt.

Am Vortag wurden 1x 10° Zellen/ 6-Well in 2 ml Vollmedium ausgesat, um zum Zeitpunkt der
Transfektion eine Konfluenz von 70-90% zu erreichen. Pro Ansatz wurden einerseits 100 pmol
siRNA mit 250 pl serumfreiem Medium und andererseits 5 pl Lipofectamine 2000 in 250 pl
serumfreiem Medium vermischt sowie beide Verdinnungen fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Zusammenfuhrung beider Verdinnungen wurde fir weitere 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im letzten Schritt wurde der komplette Ansatz trépfchenweise zu den
Wells gegeben und die Zellen je nach Fragestellung fir 18-48 h bei 37°C inkubiert.

Elektroporation

Um siRNA in HUH7- und HUH6-Zellen einzuschleusen, wurde die Zellmembran durch einen
kurzen elektrischen Impuls permeabilisiert. Hierfir wurden zunachst die Zellen trypsiniert, 2x
108 Zellen in 300 pl serumfreiem Medium in die Elektroporationsklvette tberfiihrt und 100 pmol
siRNA dazugegeben. Nach kurzer Durchmischung der Suspension wurde die Kivette in die
Elektroporationsvorrichtung eingestellt und ein Impuls von 350 V fiir 10 ms angelegt. Es folgte
eine 15-minltige Inkubation bei Raumtemperatur. Je nach Fragestellung wurden die
elektroporierten HUH7- und HUH6-Zellen im Anschluss in die entsprechenden Well-Platten
verteilt und bei 37°C inkubiert.

3.11 Proteinbiochemische Methoden

3.11.1 Isolierung von Proteinen
Um Proteine aus Zellen zu gewinnen, wurden diese mit PBS gewaschen, 150 pl Protein-Lyse-
Puffer/ 6-Well auf die Zellen gegeben, die Zellen abgeschabt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf3
Oberfihrt und far 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte ein 30-minQtiger
Zentrifugationsschritt bei 13000 xg und 4°C. Der Uberstand, der die lysierten Proteine
beinhaltete, wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.11.2 Quantifizierung von Proteinen
Um die Proteinmenge zu bestimmen, wurden die Proteinlysate aus Abschnitt 3.11.1 auf Eis
aufgetaut, 1:10 verdinnt und 10 pl der Probe bzw. 10 pl der BSA-Standardldsungen (200-1200
pug/ml) mit 200 pl einer 1:5 verdinnten Bradford Protein Assay Solution versetzt. Nach einer
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Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde die Absorbtion bei 595
nm gemessen. Die Errechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe der Standardkurve,
die sich aus den Messungen der BSA-Standardlésungen ergab.

3.11.3 Polyacrylamidgelelektrophorese
Je Probe wurden 25-50 pg Proteinlysat in 20 pl ddH20 mit 5 pl 5x Ldmmli-Puffer vermischt und
fir 10 min bei 99°C denaturiert. Nach kurzer Zentrifugation wurden diese auf ein SDS-TRIS-
Glycin-Gel zusammen mit 4 ul Page Ruler Prestained Protein Ladder zur GréBenabschatzung
aufgetragen. Die diskontinuierliche Gelelektrophorese wurde bei 200-220 V und 110 mA fur 50-
70 min durchgefihrt.

3.12 Immunologische Nachweisverfahren

3.12.1 Western Blot (WB)

Im Anschluss an die Polyacrylamidgelelektrophorese (Abschnitt 3.11.3) wurden die Proteine bei
bis zu 25V und 1,3 A far 10 min mit dem Transblot Turboblot auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Um unspezifische Bindungstellen zu sattigen, wurde die Membran bei
Raumtemperatur fir 2-4 h in Block-L&sung eingelegt und danach zusammen mit der primaren
Antikdrperlésung Gber Nacht bei 4°C rotiert. Nachdem die Membran 3x fir 15 min mit PBS-T
gewaschen worden war, folgte eine 1-stindige Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
Sekundéarantikérper bei  Raumtemperatur. Die Detektion der HRP-vermittelten
Chemilumineszenz wurde mit Hilfe des ECL Plus Detektionsreagenz und der
Entwicklermaschine Diana Ill durchgeflhrt.

3.12.2 Immunfluoreszenz (IF)
Vorab wurden 2x 10* stabil transfizierte Hep3B-Zellen auf Lab-Tek Il Glaspldttchen ausgesét
und flr 6 Tage mit 100 ng/ml Tetracyclin induziert. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen,
mit 3,7%iger PFA-LSsung fur 15 min fixiert, mit 100% Methanol fir 10 min permeabilisiert, sowie
mit Block-Lésung (IF) fir 1 h blockiert. Es folgte eine Inkubation mit dem Priméarantikdrper
(1:200) in PBS + 0,1% Triton-X100 bei 4°C Gber Nacht in humider Atmosphére. Die Zellen
wurden im Anschluss 3x fur 5 min mit PBS gewaschen, fiir 10 min mit PBS + 0,3% Triton-X100
permeabilisiert und mit dem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikérper in PBS +
Triton-X100 unter Lichtausschluss fir 45 min in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen der Zellen fir 5 min mit PBS konnten im letzten
Schritt die Glasplattchen mit Vectashield Mounting Medium + DAPI auf Objekttrager aufgebracht
und mit klarem Lack luftdicht verschlossen werden. Die Dokumentation erfolgte am Axiovert135
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Mikroskop anhand des Programms AxioVision. Die Nachbearbeitung der Aufnahmen wurde mit
Imaged durchgefihrt.

3.12.3 Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Stabil transfizierte Hep3B-Zellen wurden in 100 mm-Zellkulturplatten ausgesat und fir 48 h mit
100 ng/ml Tetracyclin induziert. 37%ige PFA-Lésung wurde trépfchenweise zu den Zellen
gegeben bis eine finale Konzentration von 1% erreicht wurde und die Platten fiir 10 min sanft
rotiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde Glycin bis zu einer finalen Konzentration von 125 mM
zu den Zellen hinzugegeben und die Platten auf Eis gestellt. Nachdem die Zellen 2x mit
eiskaltem PBS gewaschen wurden, wurden diese zunachst mit 500 pl Zell-Lysepuffer auf Eis
fir 10 min lysiert, die Zellen mit einem Zellschaber in einem 2 ml-Reaktionsgefa3 gesammelt
und fir 5 min bei 4°C und 0,3 xg zentrifugiert. Die Zerstlickelung des Chromatins wurde
zunachst durch Hinzugabe von 7 ul Micrococcal-Nuclease fir 7 min bei Raumtemperatur
eingeleitet. Die Enzymaktivitdt wurde durch EGTA (20 mM) gestoppt und erneut wurde der
Ansatz fir 10 min bei 0,3 xg und 4°C zentrifugiert. Dann wurde das Pellet fir weitere 10 min mit
200 pl Nuklei-Lysepuffer auf Eis behandelt. Die finale Fragmentierung des Chromatins bis zu
einer GréBe von 500 bp erfolgte durch Sonifikation bei einer Amplitude von 10% flr 6 Zyklen
von je 15 sec auf Eis. Der Ansatz wurde bei 12000 xg fir 10 min bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand mit 1800 pl ChIP-Verdiinnungspuffer verdiinnt und durch Zugabe von 100 ul Protein-
G-Agarose-Beads fir 1 h bei 4°C vorgeklart. Durch Zentrifugation von 1 min bei 4000 xg und
4°C wurden die Beads gesammelt. 100 pl des Uberstandes wurden als Input aufbewahrt,
wahrend 2 Aliquots a 950 pl des Uberstandes mit 3 pg polyklonalem anti-VSV-G Antikdrper bzw.
als Negativkontrolle mit dem anti-Maus 1gG-Antikérper versetzt und fir 16 h bei 4°C unter
standiger Rotation inkubiert wurden. Nach Zugabe von 60 pl Protein-G-Agarose-Beads wurde
fir weitere 5 h bei 4°C inkubiert und im Anschluss durch mehrere Waschschritte mit 1 ml
Waschpuffer I, 1 ml Waschpuffer 1, 1 ml LiCl-Waschpuffer und zweimal mit 1 ml TE-Puffer die
Beads gewaschen. Fir die Elution der Beads wurden je Ansatz 100 pl Elutions-Puffer
hinzugegeben, die Proben bei Raumtemperatur flr 15 min inkubiert und dann fir 1 min bei
4000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem neuen ReaktionsgefaB gesammelt und die
Elution der Beads nochmals wiederholt. Auch zu den Input-Proben wurden 200 ul Elutions-
Puffer hinzugegeben und im Weiteren aquivalent behandelt. Um das reverse Crosslinking
einzuleiten, wurden 8 pl 5M NaCl hinzugegeben und bei 65°C Uber Nacht inkubiert.
AnschlieBend folgten eine 30-mindtige Inkubation bei 37°C mit 1 ul RNAse A (10 pg/ul) und eine
90-min(tige Inkubation nach Hinzugabe von 4 ul 0,5M EDTA, 8 pl 1M Tris-HCI, und einem 1 pl
Proteinase K (10 pg/ml) bei 45°C. Im letzten Schritt wurde die DNA mit dem Qiagen PCR
Purification Kit entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt.
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3.13 Statistische Auswertung

Die Datendarstellung erfolgte in Form von Punkt- oder S&ulendiagrammen mit Angabe des
Mittelwertes und des Standardfehlers des Mittelwertes (SEM). Fir die statistische Auswertung
wurde die Software GraphPad Prism 8.2.1.0 genutzt und der Mann-Whitney-Test oder der
ungepaarte Student’s t-Test herangezogen. Der Kaplan-Meier-Schéatzer wurde mit dem log-rank
Mantel-Cox-Test ermittelt. Ein Wert von P < 0,05 wurde als signifikant eingestuft, Werte von
P < 0,01 als hochsignifikant. Die Ermittlung differentiell exprimierter Gene bzw. differentiell
methylierter CpG-Proben erfolgte mit der Statistiksoftware R und der Bioconductor Repository,
sowie den jeweiligen Packages DESeqZ2 und minfi. Die funktionelle Annotation von differentiell
exprimierten Genen wurde mit der Plattform DAVID (database for annotation, visualization and
integrated discovery) analysiert.'?®
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41 Die Heterogenitit von padiatrischen Lebertumoren anhand globaler
Methylierungsmuster

Die globale Hypomethylierung stellt ein Charakteristikum humaner Krebserkrankungen dar und
geht haufig mit einer selektiven Hypermethylierung von Genpromotoren einher. Ebenso weist
eine solide Studienlage darauf hin, dass epigenetische Modifizierungen wie die DNA-
Methylierung als prognostische und pradiktive Biomarker geeignet sind,’*® was bereits unter
anderem im hepatozellularen Karzinom,!' dem Kolonkarzinom'? oder Medulloblastomen'33
gezeigt werden konnte.

Im Zusammenhang mit kindlichen Lebertumoren konnte eine fehlerhafte DNA-Methylierung,
insbesondere die Hypermethylierung der Promotorregion von Tumorsuppressorgenen als
wichtiger Faktor in der Entwicklung und Progression von HBs ermittelt werden.? %8 Allerdings
fehlt ein weitreichendes Verstandnis des Methyloms und sich daraus ableitender ,Epidriver” in
kindlichen Lebertumoren, da nur wenige Studien diese Fragestellung bis dato umfassend
adressierten.

411 Epigenetische Subgruppen kindlicher Lebertumore unterscheiden

sich in ihrer genomischen Stabilitat und der CpG-Insel-Methylierung
Dem zu begegnen erfolgte eine Analyse des genomweiten DNA-Methylierungsmusters von
insgesamt 40 padiatrischen Lebertumoren (PLT; 28 Hepatoblastome (HB), 6 hepatozellulare
Karzinome (HCC), 3 fibrolamellare HCC (fIHCC), 3 maligne Rhabdoidtumore der Leber (MRT)
und 8 Normallebern (NL) mittels Infinium HumanMethylation450 BeadChip. T-distributed
stochastic neighbour embedding-Analyse (t-SNE) und uniiberwachtes hierarchisches Clustering
der 3000 variabelsten CpGs des Datensatzes legte dabei zwei DNA-Methylierungscluster offen,
die sich beide stark von den Normalleberproben unterschieden (Abb. 3A+B). Diese werden im
Folgenden als G1 bzw. G2 bezeichnet.

| 37



4 ERGEBNISSE
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Abbildung 3: Globale Methylierungsmuster péadiatrischer Lebertumore. (A) T-distributed stochastic
neighbour embedding-Analyse der durch 450k-Array ermittelten B-Werte der 3000 variabelsten CpGs
von 8 Normalleberproben (NL; schwarz), 28 Hepatoblastomen (HB, rot), 6 heptaozellularen Karzinomen
(HCC, griin), 3 fibrolamellaren HCC (fIHCC, blau) und 3 malignen Rhabdoidtumoren der Leber (MRT,
grau). (B) Heatmap-Darstellung des uniiberwachten, hierarchischen Clusterings der B-Werte aus den
3000 variabelsten CpGs mit entsprechender farbcodierter Gruppenzugehérigkeit in Gruppe 1 (G1,
hellblau), Gruppe 2 (G2, rot) oder Gruppe der NL (schwarz).

Um zu prifen, ob es sich bei der Auftrennung in die zwei Untergruppen G1 und G2 um ein
generelles Phanomen handelte, komplementierten wir unseren Datensatz mit bereits
veroffentlichten Methylierungsprofilen von 19 HBs und 10 NL-Proben. 34

Erneut trat durch t-SNE und unlUberwachtes hierarchisches Clustering der 3000 variabelsten
CpGs eine deutliche Zweiteilung des Datensatzes zutage (Abb. 4A+B).
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Abbildung 4: Globale Methylierungsmuster pé&diatrischer Lebertumore. (A) T-distributed stochastic
neighbour embedding-Analyse der durch 450k-Array ermittelten B-Werte der 3000 variabelsten CpGs
von 18 Normalleberproben (NL; schwarz), 47 Hepatoblastomen (HB, rot), 6 hepatozelluldren Karzinomen
(HCC, griun), 3 fibrolamellaren HCC (fIHCC, blau) und 3 malignen Rhabdoidtumoren der Leber (MRT,
grau). (B) Heatmap-Darstellung des uniberwachten, hierarchischen Clusterings der B-Werte aus den
3000 variabelsten CpGs mit entsprechender farbcodierter Gruppenzugehdrigkeit in Gruppe 1 (G1,
hellblau), Gruppe 2 (G2, rot) oder Gruppe der NL (schwarz).
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Bei naherer Betrachtung der globalen Methylierungsmuster zeigte sich, dass G2-Tumore eine
globale Hypomethylierung im Vergleich zur Gruppe der NL oder G1-Tumore aufwiesen (Abb.
5A). Diese Hypomethylierung konnte auch in anderen epigenomischen Strukturen (N Shelf, S
Shore/Shelf, sieche Anhang Abb. 29) detektiert werden. Die Hypermethylierung von CpG-Inseln
manifestierte sich dagegen besonders in den G2-Tumoren und weist auf ein — fir krebsahnliches
Gewebe — typisches Methylierungsmuster hin, welches als sogenannter CpG island methylator
phenotyp (CIMP) bekannt ist. CIMP ist durch eine breite Studienlage belegt und konnte mit der
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und schlechter Prognose in vielen Krebsarten wie
unter anderem im adulten HCC'35'3¢ in Verbindung gebracht werden. 42% (59.923/ 142.971)
der gemessenen CpGs, welche CpG-Inseln zuzuordnen waren, waren auch als Promotor-
assoziiert klassifiziert, weshalb ebenso eine Hypermethylierung der Promotoregionen und der

Transkriptionsstartstelle augenscheinlich war (Abb. 5C+D).
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Abbildung 5: Boxplot-Darstellung der gemittelten B-Werte (A) aller CpGs, (B) CpG-Insel-assoziierten
CpGs, (c) Promotor-assoziierten CpGs und (d) Transkriptionsstartstelle-nahen (TSS200) CpGs
kategorisiert nach den epigenetischen Clustern NL, G1 und G2. NL: schwarze Punkte, HB: rote Punkte,
HCC: grine Punkte, fIHCC: blaue Punkte, MRT: graue Punkte.

In  Ubereinstimmung damit fanden wir Promotor-Hypermethylierung bereits bekannter
Tumorsuppressorgene in kindlichen Lebertumoren wie RASSF1'¥ oder CASP8'®
ausschlieBlich in den G2-Tumoren, wahrend die Methylierung von G1-Tumoren deutliche
Ahnlichkeit zu NL aufwies. Zusatzlich waren G2-Tumore von der Prisenz der Promotor-
Hypermethylierung in vielen weiteren Genen mit ausgewiesener Tumorsuppressorgen-Funktion
anderer Krebsarten gekennzeichnet. Dazu gehérten MIR142, MARVELD1, IFITM1, LXN,
NKAPL, KLF6, DOK2, LIMA1, LAPTM5, XAF1, RASSF5, TSPYL5 und RUNX1 (siehe Anhang,

Tabelle 9).

Um gréBere differentiell methylierte Regionen (DMRs) zwischen G1 und G2 ausfindig zu
machen, wurde in der Folge der bumphunter-Algorithmus, welcher im minfi Package
implementiert ist, auf die 3-Werte angewendet. Dadurch wurden insgesamt 210 DMRs mit einem
fwer < 0,05 und einer > 500 bp umfassenden Region identifiziert und hinsichtlich ihrer
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genomischen Umgebung naher analysiert. Interessanterweise waren zahlreiche DMRs in
nachster Nahe zu einer Vielzahl an Leberentwicklungsgenen wie GATA4, GATA6, ONECUTT,
ONECUT2und PROX1, zu negativen Regulatoren des Wnt-Signalweges wie LDB1, KREMENZ,
NOTUM, NKD1 und SHH, sowie zu stammzellerhaltenden Genen wie NANOG, SOX2, KLFA4,
TBX3, NR2F2 und OLIG3 lokalisiert und deuteten damit auf eine epigenetisch fehlregulierte
Leberentwicklung hin (siehe Anhang, Tabelle 10).

Neben der transkriptionellen Kontrolle Gbt die DNA-Methylierung eine wichtige Funktion im
Erhalt der genomischen Stabilitéat aus, indem es unter anderem durch seine starke Prasenz im
Heterochromatin vor dem Auftreten von Translokationen schitzt und die Kkorrekte
Funktionsweise von Zentromeren und Telomeren sicherstellt.'3%4° Daher sollte aus den 450k-
Array-Daten zusammen mit dem conumee Package auch die Berechnung der
Kopienzahlveranderungen erfolgen.

Dabei fiel ein deutlicher Unterschied in der Anzahl an Kopienzahlveranderungen zwischen G1
und G2 auf (Abb. 6A). Neben dem sehr gut dokumentierten, tumorauslésenden Verlust von
Chromsomenabschnitt 22g11 in 3 MRTs, was die Eliminierung des Tumorsuppressors
SMARCB!1 zur Folge hat, traten lediglich 5 weitere Events in insgesamt 6 von 21 G1-Tumoren
auf. Dem entgegen lieBen sich insgesamt 67 Aberrationen in 19 von 19 G2-Tumoren
detektieren, die Zugewinne in 1q, 6p und 11p, sowie Verluste in 1p, 4q, 6p und 11q offenlegten.
Der Gewinn von Chromosomenabschnitt 1g41 (P = 0,0177) und der Verlust von
Chromosomenabschnitt 4933-4935.1 (P = 0,0177) war zudem neben einer generellen
genomischen Instabilitdt von G2-Tumoren als signifikant festzuhalten (Abb. 6B).
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Abbildung 6: Untersuchung der genomischen Stabilitdt von G1- und G2-Tumoren. (A) Schematische
Darstellung der genomischen Verédnderungen der 40 PLT des G1- und G2-Clusters in den 22 Autosomen.
Chromosomenzugewinn ist in grin und Chromosomenverlust in blau dargestellt. (B) Das
Séaulendiagramm zeigt den Anteil der angegebenen Chromosomenveréanderungen aus allen 40 PLT. Die
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Sterne reprasentieren signifikante (P-Werte < 0,05; Fisher’s Exact Test) chromosomale Verédnderungen
zwischen G1- und G2-Tumoren. Chromosomenzugewinn ist in griin und Chromosomenverlust in blau
dargestellt.

Insgesamt deuten unsere Methylierungsdaten auf die Prasenz zweier epigenetischer Cluster in
PLT hin, die sich durch eine globale Hypomethylierung mit CIMP-Eigenschaften, differentieller
Methylierung an Leberentwicklungs-Genloci und genomischer Instabilitdt charakterisieren

lassen.

4.1.2 Der epigenetische FuBabdruck und seine prognostischen
Implikationen im HB

Um die klinische Relevanz der epigenetischen Subgruppierung beurteilen zu kénnen, wurden
die PLT jeweils mit ihrem CTNNB7- und APC-Mutationsstatus sowie ihren klinischen
Parametern wie Gesamtiiberleben, Event-freies Uberleben, Geschlecht, Diagnosealter,
Tumordifferenzierung, Metastasierung, multifokalem Wachstum und dem Tumorstadium nach
PRETEXT korreliert.

Die Anwendung des Kaplan-Meier-Schatzers dokumentierte eindrucksvoll den Unterschied im
Gesamtiberleben der einzelnen PLT-Entitdten, mit einem besonders drastischen Verlauf bei
den MRTs und einem prinzipiell besseren Verlauf bei den HBs (Abb. 7A).

Die separate Betrachtung der HCCs hinsichtlich ihres Methylierungsclusters zeigte dann keine
Unterschiede im Gesamtiiberleben (Abb. 7B) und lie3 auch keine Unterschiede in den weiteren
klinischen Parametern erkennen (sieche Anhang, Tabelle 11). Jedoch deutete die Analyse des
Gesamtiberlebens bei den HB-Tumoren auf einen medizinisch relevanten Unterschied
zwischen dem G1- und G2-Cluster hin, wobei die G2-Gruppe eine deutlich schlechtere
Prognose aufwies (Abb. 7C). Konsequenterweise konnte die G2-Gruppe signifikant mit
multifokalem Wachstum und Metastasierung assoziiert werden (Abb. 7D, linke Seite), sowie mit
der auf der 16-Gen-Signatur basierenden und prognostisch unginstigen Subgruppe C2
(Abb. 7D, unterer rechter Teil). Diese wurde urspriinglich von Cairo et al. 2008 * publiziert und
beschreibt die Nutzung des Expressionsprofils von 16 Genen zur Klassifizierung einer
Standardrisikogruppe von C1-Tumoren und einer Hochrisikogruppe von C2-Tumoren.
Zusatzlich zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen G1- und G2-HBs beim Vorkommen
von Mutationen in Genen des Wnt-Signalweges. So wiesen G1-HBs nur bei 66,7% aller
Patienten eine CTNNB1-Mutation auf, wadhrend G2-HBs in 15/16 Fallen eine CTNNB1-Mutation
und in einem Fall eine APC-Keimbahnmutation aufwiesen (Abb. 7D, oberer rechter Teil), was
einer Wnt-Signalwegsaktivierung von 100% entsprach. Zusétzlich ist hier zu bemerken, dass
weitere genetische Mutationen in NFE2L2 und TERT (jeweils 2/16) ausschlieBlich die G2-HBs
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betrafen, allerdings aufgrund ihres geringen Vorkommens keine statistische Signifikanz
erzielten.

Zusammenfassend spiegeln unsere Daten eine bedeutende pradiktive Rolle des epigenetischen
FuBabdruckes wider, welcher fir das G2-Cluster einen aggressiven und metastasierten
Tumorstatus von HB-Patienten mit kiirzerem Gesamtiiberleben prognostizierte.
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Abbildung 7: Klinische Evaluation des epigenetischen FuBabdruckes kindlicher Lebertumore. Kaplan-
Meier-Schatzer zur Analyse des Gesamtiberlebens nach (A) Tumorentitdt, (B) epigenetischer
Gruppierung von HCC-Tumoren wund (C) HB-Tumoren. (D) Kreisdiagramm-Darstellung der
Patientenanteile pro epigenetischer Gruppe der HB-Tumoren. Dargestellt sind die vier signifikant
unterschiedlichen klinischen Parameter Multifokalitat, Metastasierung, Aktivierung des Wnt-Signalwegs
und C2-Subgruppe der 16-Gen-Signatur. Alle untersuchten klinischen Parameter sind in nebenstehender
Tabelle zusammengefasst. Der P-Wert wurde durch Anwendung des Fisher’s Exact Tests ermittelt. P-
Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet.

4.1.3 Globale Genexpressionmuster im HB spiegeln epigenetische
Klassifizierung wider
Um einen tieferen Einblick in die transkriptionellen Konsequenzen der veranderten
Methylierungsmuster zu gewinnen und Mechanismen ausfindig zu machen, die das
Stratifizierungspotential des epigenetischen FuBabdruckes im HB erklaren, wurden 11 HBs aus
der urspringlichen Methylierungskohorte zusammen mit 11 unabhangigen NL-Proben einer
RNA-Sequenzierung unterzogen. Erstaunlicherweise ergab die Ausfihrung von t-SNE und
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untberwachtem, hierarchischen Clustering der 3000 variabelsten Gene mit der starksten
Reihenvarianz erneut drei gut separierte Cluster mit den NL-Proben und den zwei HB-
Subgruppen, wobei alle 11 HBs die selbe Zuordnung aufwiesen wie beim
Methylierungsclustering (Abb. 8A+B).
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Abbildung 8: Globales Expressionsprofil von HBs. (A) T-distributed stochastic neighbour embedding-
Analyse der rlog-transformierten Expressionswerte der 3000 variabelsten Gene mit der stérksten
Reihenvarianz von 11 Normalleberproben (NL; schwarz) und 11 Hepatoblastomen (HB, rot).
Epigenetische Cluster sind durch die gestrichelte Umrandung in schwarz fir NL, in hellblau fir G1 und
in rot fir G2 markiert. (B) Heatmap-Darstellung des uniiberwachten hierarchischen Clusterings der rlog-
transformierten Expressionswerte der 3000 variabelsten Gene mit entsprechender farbcodierter
Gruppenzugehdrigkeit in G1 (hellblau), G2 (rot) und NL (schwarz).

Da der epigenetische FuBabdruck von HBs eine starke Assoziation mit der 16-Gen-Signatur
zeigte (Abb. 7D), war es naheliegend zunachst die Expressionswerte der entsprechenden 16
Gene aus den Transkriptom-Daten zu extrahieren. In Ubereinstimmung mit den klinischen Daten
des Methyloms trat eine deutliche Uberexpression der C2-Gene RPL10A, E2F5, NLE1, BUB1
IGSF1, AFP, DUSP9 und DLG7 in G2-HBs zu Tage, wahrend die C1-Gene CYP2E1, ALDHZ2,
APCS, HPD, C1S, GHR, APOC4 und AQP9 eine Herunterregulation in den G2-Tumoren
manifestierten. Die Expressionswerte der G1-Gruppe unterschieden sich nur geringfliigig von NL
(Abb. 9A).

Zusétzlich wurden auch die Gene der 4-Gen-Signatur bestehend aus HSD17B6, ITGAS,
TOP2A, und VIM naher betrachtet.®® Diese wurde erst kirzlich veroffentlicht und sah ebenso
eine Risikostratifizierung von Standard-HBs und Hochrisiko-HBs wie die 16-Gen-Signatur vor,
zeigte allerdings eine weiterfihrende Subklassifizierung der C2-Tumore in die stark proliferative
Hochrisikogruppe C2A und die mittlere Risikogruppe C2B auf. Auch wir konnten durch den
Vergleich der Expressionswerte von HSD17B6 und TOPZ2A einen Unterschied zwischen G1 und

G2 nachweisen, was eine Aquivalenz zur C1- bzw. zur C2A-Gruppe widerspiegelt. /TGA6 und
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VIM hingegen besafBen fir unseren Datensatz kein Diskriminierungspotential, weshalb keine
entsprechende C2B-Gruppe identifiziert werden konnte (Abb. 9A).
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Abbildung 9: Analyse der Transkriptomdaten. (A) Heatmap-Darstellung der log2-transformierten
Expressionswerte der 16 Gene der 16-Gen-Signatur (oben) und der 4 Gene der 4-Gen-Signatur (unten)
in 11 NL-, 5 G1/HB- und 6 G2/HB-Proben. (B) Streudiagramm der differentiellen Expression von G2/HBs
im Vergleich zu G1/HBs. Alle Gene sind mit ihrem log2-Fold Change auf der X-Achse und dem negativen
log10-Q-Wert auf der Y-Achse dargestellt. Gene mit einem absoluten log2-Fold Change > 2 und einem
negativen log10-Q-Wert > 2 sind in hellblau markiert. HMGA2, IGF2BP1, LIN28B, TRIM71 sind in rot
dargestellt.(C) Ergebnisse der funktionellen Annotation von differentiell exprimierten Genen zwischen
G2/HBs und G1/HBs mit einem log2-Fold Change > 2 und einem negativen log10-Q-Wert > 2.

Die anschlieBende globale Betrachtung der Genexpressionsmuster zwischen G1 und G2 ergab
1293 differentiell exprimierte Gene (342 hochregulierte und 951 herunterregulierte Gene) mit
einem Q-Wert < 0,01 und einem absoluten Fold Change > 4 (Abb. 9B, hellblaue Punkte), die
durch funktionelle Annotation mit DAVID naher charakterisiert wurden. Eine Ulberproportionale
Anreicherung an Zellzyklus-Genen wurde hierbei als Charakteristikum von G2/HBs identifiziert,
wahrend G1- und NL-Proben eine vergleichbar geringe Expression in diesen Genen aufwiesen
(Abb. 9C + 10A). Weitere Expressionsunterschiede betrafen Uberwiegend DNA-Reparatur-
Gene, welche in G2 hochexprimiert waren (Abb. 9C + 10B), und eine Reihe an Differenzierungs-
und Entwicklungsgenen mit einem eher stammzellahnlichen Expressionsprofil in G2 und vice

versa einem differenzierteren Zellexpressionsprogramm in G1 (Abb. 9C + 10C).
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Abbildung 10: Funktionelle Annotation. Heatmap-Darstellung der log2-transformierten Expressionswerte von (A)
Zellzyklus-Genen, (B) DNA-Reparatur-Genen (oben), Wnt-Signalwegs-Genen (unten), (C) Stammzellmarker-Genen
(oben) und Differenzierungsgenen (unten) in 11 NL-, 5 G1/HB- und 6 G2/HB-Proben mit entsprechender farbcodierter
Gruppenzugehdrigkeit in G1 (hellblau), G2 (rot) und NL (schwarz).

4.1.4 Die Integration von Methylom- und Transkriptom-Daten identifiziert

das TRIM71-HMGA2-LIN28B-IGF2BP1/3-Netzwerk als Marker des G2-

Clusters
In einem nachsten Schritt wurde durch die Uberlagerung der Transkriptom-Daten und der
korrespondierenden B-Werte von in CpG-Inseln lokalisierten CpGs auf Genebene eine
Integration beider Datenséatze vorgenommen. Dadurch konnten 83 Gene (15 hochregulierte und
68 herunterregulierte Kandidaten) mit einer absoluten mittleren Methylierungsanderung > 0,2,
einem absoluten Fold Change der Genexpression > 3 und einer negativen Korrelation der CpG-
Insel-Methylierung und RNA-Expression zwischen G1- und G2-HBs identifiziert werden (Abb.
11, blaue Punkte).
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Abbildung 11: Integration der Methylom- und Transkriptom-Daten. Streudiagramm aller CpG-Insel-
assoziierten CpGs zeigt die Korrelation zwischen der DNA-Methylierung von CpG-Inseln und der RNA-
Expression zwischen der G1- und G2-Subgruppe. CpGs mit einer mittleren absoluten
Methylierungsanderung > 0,2, einem absoluten Fold Change der Genexpression > 3 und einer negativen
Korrelation sind in blau dargestellt. Das Kandidatengen TRIM71 ist in rot dargestelit.

ErwartungsgemaB konnte einem GroBteil der stark methylierten, niedrig exprimierten
Kandidaten in G2 (Abb. 11, rechter unterer Quadrant) eine Funktion als Tumorsuppressorgen
attribuiert werden. Besonders deutlich erwies sich die negative Korrelation von DNA-
Methylierung und Genexpression fur TSPYL5, TRANK1, TUSC1, MARVELD1, GATAS,

RASSF1, NKAPL und SPINTZ2 (Abb. 12).
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Abbildung 12: Zusammenhang der CpG-Insel-Methylierung und mRNA-Expression in ausgewahlten
Tumorsuppressorgenen. Punkte reprasentieren den Mittelwert der 3-Werte Gen-assoziierter CpG-Inseln aufgetragen
gegen die normalisierten counts des entsprechenden Gens pro Probe. Patientenproben sind entsprechend ihrer
farbcodierten Gruppenzugehdrigkeit in hellblau (G1), rot (G2) und schwarz (NL) dargestellt. R?2 wurde mittels Mantel-
Cox-Test ermittelt.

Im Gegensatz dazu zeigten nur wenige Gene eine CpG-Insel-Hypomethylierung in Verbindung
mit einer RNA-Uberexpression in G2-Tumoren. Da diese mdglicherweise durch die Vermittiung
onkogener Signale den aggressiveren G2-Tumorphanotyp bedingen, galt diesen besonderes
Interesse. Ein Kandidat der dabei deutlich herausstach, war die E3-Ubiquitinligase TRIM71 mit
einer Hypomethylierung von zwei CpGs, die 1640 bp (cg23666945) und 1897 bp (cg04507915)
downstream des Transkriptionsstarts lokalisiert waren (Abb. 11, rote Punkte).

Eine genaue Betrachtung der genspezifischen Methylierung von TRIM71 anhand der 450k-
Daten legte eine hypomethylierte Region von insgesamt 1680 bp mit einer mittleren
Methylierungsanderung von 0,282 (G1: 0,631; G2: 0,349) in G2-HBs offen (Abb.13A). Diese

Hypomethylierung in G2 konnte durch die Durchfiihrung der Pyrosequenzierung rund um
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cg04507915, cg27195956 und cg24348110 mit 32 PLT- (14 G1 und 18 G2) und 5 NL-Proben
als Kontrolle nochmals bestatigt werden und ermdglichte den Einbezug von vier weiteren CpGs
upstream und downstream von cg04507915 und ¢g27195956 (siehe Anhang, Abb. 30), die
ebenso durchwegs signifikante Methylierungsunterschiede zwischen G1 und G2 aufwiesen.
Jedoch fielen hierbei die detektierten Methylierungswerte an den CpGs cg27195956 und
€g24348110 tendenziell hdher aus als im Array-Datensatz (siehe Anhang, Abb. 30).

Die anschlieBende Uberlagerung von Methylierung und Genexpression fiir TRIM71
manifestierte eine ausgepragte inverse Korrelation (Abb.13B) und deutete auf eine starke
Relevanz dieses Genabschnitts in der transkriptionellen Kontrolle von TRIM71 hin, was eine
potentielle Erklarung flr die Hochregulation der Genexpression von TRIM71in G2-Tumoren um
das 3,04-fache liefert (Abb.13C).
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Abbildung 13: Methylierung und Expression am TRIM71-Lokus. (A) Schematische Abbildung des TRIM71-Lokus und
der durch die 450k-Array-Methodik erfassten CpGs rund um Exon 1 von TRIM71. Der Mittelwert der 3-Werte pro CpG
wurde fir die epigenetischen Cluster NL (schwarz), G1 (hellblau) und G2 (rot) separat bestimmt und anhand der
Distanz zu cg18310412 aufgetragen. Rote Pfeile stellen Exon 1 bis Exon 4 dar. Schwarze Striche spiegeln die Lage
des entsprechenden CpGs wider. (B) Punkte reprasentieren den Mittelwert der B-Werte der TRIM71-assoziierten
CpG-Inseln aufgetragen gegen die normalisierten counts von TRIM71 pro Patientenprobe mit NL-Proben in schwarz,
G1/HBs in hellblau und G2/HBs in rot. R? wurde mittels Mantel-Cox-Test ermittelt. (C) Boxplot-Darstellung der
normalisierten counts von TRIM71 pro Patientenprobe kategorisiert nach den epigenetischen Clustern NL (schwarz),
G1 (hellblau) und G2 (rot). Schwarze Punkte manifestieren NL-Proben, rote Punkte manifestieren HB-Proben.

Um Gene mit dhnlichem Expressionsprofil und damit weitere Akteure im Zusammenhang mit
TRIM71 in G2-Tumoren ausfindig zu machen, sollte die globale Koexpression néher studiert
werden. Hierflr wurde durch Austibung der TOMsimilarityFromExpr-Funktion aus dem WGCNA
Package eine sogenannte Topological Overlap Matrix generiert, TRIM7 1-Interaktoren mit einem
Cutoff von 0,2 extrahiert und als Netzwerk-Datei in Cytoscape visualisiert (Abb. 14).
Interessanterweise entfiel ein Grofteil koexprimierter Gene auf bekannte Onkogene (TERT,
MYCN, MYCNQOS, BIRC5, MMP12, MMP9, E2F1), Gene der 16- sowie der 4-Gen-Signatur,

Zellzyklusgene (BUB1, BUB1B, AURKA, AURKB, CDC20, CDC25A/45, CDT1, CCNAZ2/B1/F,
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CDK1), Lebertumor-assoziierte Gene (AFP, DLK1, GPC3), DNA-Reparatur-Gene (BRCA1/2,
RAD51, RAD54L, XRCC2, NEIL3) sowie Wnt-Signalwegs-Gene (DKK1, DKK4, FOXM1,
WNTT11) (Abb. 14).
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Abbildung 14: Koexpressionsmatrix von TRIM71. Visualisierung einer Topological Overlap Matrix mit
Cytoscape. KreisgrdBe und -farbe codieren den log2-Fold Change der Expression in G2-Tumoren, wobei
Zunahme an Gr6Be und Farbintensitdt eine starkere Expression widerspiegelt. Die dicke der
Verbindungsstriche dokumentiert die Auspragung der Koexpression, wobei breite Verbindungslinien eine
ausgepragtere Koexpression visualisieren. Das onkogene Dreieck HMGA2-LIN28B-IGF2BP1/3, sowie
TRIM71 sind durch eine rote Einrahmung hervorgehoben.

AuBerst auffalig war die Prasenz des als onkogenes Dreieck bekanntes, sich
selbstverstarkendes Netzwerk HMGA2-LIN28B-IGF2BP1/3 (Abb. 14, rote Umrandung),'' die
alle eine starke Uberexpression um das 15,9-, 14-, 3,6- bzw. 4,8-fache in der G2-Gruppe
verglichen zu G1-HBs aufwiesen (Abb. 15A). Eine weiterfihrende Untersuchung der Expression
von TRIM71, HMGAZ2, LIN28B und IGF2BP1 in 36 Tumorproben und 10 NL-Proben mittels RT-
Q-PCR durch meine Kollegin Ting Jiang (Daten aus entsprechender Doktorarbeit entnommen)
zeigte eine deutliche Korrelation dieser vier Gene (Abb. 15B), untermauerte damit die Gultigkeit
der berechneten Similarity Matrix und fihrte TRIM71 als potentielles, wichtiges Mitglied des

onkogenen Netzwerkes in aggressiven G2-Tumoren ins Feld.
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Abbildung 15: Untersuchung der Koexpression von TRIM71 mit dem onkogenen Dreieck HMGA2-LIN28B-
IGF2BP1/3. (A) Boxplot-Darstellung der normalisierten counts von HMGAZ2, LIN28B, IGF2BP1 und
IGF2BP3 pro Patientenprobe kategorisiert nach den epigenetischen Clustern NL (schwarz), G1 (hellblau)
und G2 (rot). Schwarze Punkte manifestieren NL-Proben, rote Punkte manifestieren HB-Proben. (B)
Korrelation der relativen Expression von TRIM71 mit HMGAZ2, IGF2BP1, LIN28B, von HMGAZ2 mit LIN28B
und /IGF2BP1 und von IGF2BP1 mit LIN28B. Relative Expression wurde durch meine Kollegin Ting Jiang
mittels RT-Q-PCR bestimmt und mit dem Housekeeping-Gen TBP normalisiert. R2 wurde mittels Mantel-
Cox-Test ermittelt.

41.5 TRIM71 férdert die proliferativen und selbsterneuernden
Eigenschaften von Hepatomzelllinien
Um das onkogene Potential von TRIM71 in Leberkrebszellen zu untersuchen, wurden Gain-und
Loss-of-function-Studien in den vier Hepatomzelllinien HepT1, Hep3B, HUH6 und HUH7
durchgefihrt, die entweder eine hohe (HUH6, HUH7) oder niedrige (HepT1, Hep3B) endogene
TRIM71-Expression aufweisen. Die transiente Uberexpression der mit einem FLAG-Tag
versehenen TRIM71 cDNA in HepT1 und Hep3B fiihrte zu einer robusten TRIM71-Expression
auf RNA- und Protein-Ebene (Abb. 16A+C), wahrend der siRNA-vermittelte Knock-down gegen
TRIM71in einer signifikanten Reduktion der Expression um bis zu 66% resultierte (Abb. 16B+D).
Der Nachweis der erfolgreichen Uberexpression und des Knock-downs auf Proteinebene
erfolgte durch meine Kollegin Ting Jiang mittels Western Blot und ist entsprechender
Doktorarbeit entnommen (Abb. 16C+D). Zur Untersuchung der proliferativen Eigenschaften
sowie der Selbsterneuerungskapazitat wurde der MTT-Assay und der klonogene Assay nach
TRIM71-Modulation durchgefthrt und mit Kontroll-transfizierten Zellen verglichen. Es zeigte sich
eine signifikante Anderung des proliferativen Verhaltens in HepT1-, HUH6- und HUH7-Zellen,
bei welchem die TRIM71-Uberexpression die Proliferation von HepT1-Zellen positiv beeinflusste
(Abb. 16E, links) und der TRIM71-Knock-down einen Rickgang der Proliferationsrate in HUH6
und HUH7 bewirkte (Abb. 16F). Die Proliferation von Hep3B-Zellen blieb unbeeintrachtigt (Abb.
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16E, rechts). Passend dazu lie auch die Selbsterneuerungskapazitat, welche erneut durch
meine Kollegin Ting Jiang bestimmt wurde, einen Anstieg der koloniebildenden Einheiten in
HepT1 und Hep3B nach TRIM71-Uberexpression erkennen und konnte durch den TRIM71-
Knock-down in HUH6- und HUH7-Zellen mit einem Rickgang von 63% bzw. 73% umgekehrt
werden (Abb. 16G+H).
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Abbildung 16: Gain- und Loss-of-function-Studien in den vier Hepatomzelllinien HepT1, Hep3B, HUH6
und HUH7 nach der Transfektion mit einerseits (A, C, E, G) dem leeren Kontrollvektor pEGFP-N1
(Kontrolle) und dem TRIM71 cDNA-enthaltenden Expressionsvektor (TRIM71), oder andererseits (B, D,
F, H) nach Transfektion der ungerichteten Kontroll-siRNA (siNTC) und der gegen TRIM71 gerichteten
siRNA (siTRIM71). (A, B) Die TRIM71-Expression wurde 24 h nach der Transfektion mittels RT-Q-PCR
ermittelt und mit dem Housekeeping-Gen TBP normalisiert. (C, D) Detektion der TRIM71-Protein-Werte
in den entsprechenden Zelllinien erfolgte 48 h nach Transfektion mittels Western Blot. Die
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Immundetektion von B-Actin wurde zur Standardisierung der Proteinmenge genutzt. Angegebene Bilder
stellen reprasentative Beispiele dar. (E, F) Die Zellproliferation wurde an den angegebenen Zeitpunkten
mittels MTT-Assay ermittelt. (G, H) Die Selbsterneuerungskapazitat wurde durch Auszahlung der
Kolonien 10 Tage nach Transfektion bestimmt. Angegebene Bilder unter dem Graphen stellen
représentative Beispiele der Ergebnisse aus dem Assay dar. Der Mittelwert + SEM wurde aus der
angegebenen Anzahl an Experimenten berechnet. Die statistische Signifikanz ergab sich durch
Anwendung des Student’s t-Tests (*P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001).

Da die Aktivierung des Wnt-Signalweges als ein Hauptunterschied zwischen den Clustern G1
und G2 festgestellt werden konnte (Abschnitt 4.1.2, Abb. 7), stellten wir die Hypothese auf, dass
TRIM71 sein onkogenes Potential durch Beeinflussung des Wnt-Signalweges auslbt. Zur
Analyse dessen wurde zunachst der Super TOP/FOP-Reporter-Luciferase Assay in den vier
Hepatomzellen HepT1, Hep3B, HUH6 und HUH7 144 h nach TRIM71-Modulation durchgeflhrt.
Hierzu muss angefthrt werden, dass HepT1 und HUH6 mit einer Deletion von 76 Aminoséauren
in Exon 3 bzw. einer Punktmutation T41A ein mutiertes CTNNB1-Gen aufweisen, was zu einem
aktiven Wnt-Signalweg in diesen Zelllinien fiihrt. In Ubereinstimmung damit fanden wir eine
deutliche Aktivierung des Wnt-Signalweges bereits in Kontroll-transfizierten Zellen, was durch
TRIM71-Uberexpression in HepT1 noch geringfiigig verstarkt werden konnte (Abb. 17A, links),
beziehungsweise durch TRIM71-Knock-down in HUH6-Zellen eine dramatische Reduktion der
Whnt-Signalwegs-Aktivierung nach sich zog (Abb. 17B, links). Im Gegensatz dazu lieB3 sich auch
durch TRIM71-Modulation keine Anderung des Wnt-Signalweges in den beiden CTNNB1-
unmutierten Zelllinien Hep3B und HUH7 nachweisen (Abb. 17A+B, rechts). Da durch
Mutationen in CTNNBT das B-Catenin-Protein nicht mehr abgebaut werden kann, demzufolge
im Zytoplasma akkumuliert und anschlieBend in den Zellkern wandern kann, wurde die
Proteinmenge 144 h nach TRIM71-Modulation in separaten zytoplasmatischen und nuklearen
Fraktionen bestimmt (Abb. 17C+D). Die Ergebnisse aus dem Luciferase Assay untermauernd,
zeigte sich ein deutlicher Riickgang der 3-Catenin-Menge lediglich in der nukledren Fraktion von
HUH6-Zellen nach dem TRIM71-Knock-down (Abb. 17D, NF), wahrend die zytoplasmatische
Fraktion aquivalente Proteinmengen zwischen Kontrolle und Knock-down aufwies. Alle anderen
Zelllinien lieBen sowohl keine Anderung in der Menge des zytoplasmatischen als auch in der
Menge des nuklearen B-Catenins erkennen (Abb. 17C+D, ZF).

Da nukleares B-Catenin in der Folge die Anschaltung der Expression von Zielgenen wie AXIN2,
CCND1, DKK1 und LGR5 bedingt, sollten deren Expressionswerte durch RT-Q-PCR detektiert
werden. Erneut war eine signifikante Herunterregulation von AXIN2 und CCND1 lediglich in
HUH6-Zellen 48 h nach dem TRIM71-Knock-down messbar (Abb. 17F, links). Dieser Trend
zeichnete sich auch fiir DKK1 und LGR5 ab, blieb hier aber knapp Uber dem Signifikanzniveau
(Abb. 17F, links). In HepT1, Hep3B und HUH7 Zellen konnte keine signifikante
Expressionsanderung festgestellt werden (Abb. 17E+F, rechts) und bestatigte damit die
negativen Ergebnisse aus dem Luciferase Assay und Western Blot.
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Abbildung 17: Uberpriifung der Wnt-Signalwegsaktivierung nach TRIM71-Modulation durch Transfektion
mit einerseits (A, C, E) dem leeren Kontrollvektor pEGFP-N1 (Kontrolle) und dem TRIM71 cDNA-
enthaltenden Expressionsvektor (TRIM71), oder andererseits (B, D, F) nach Transfektion der
ungerichteten Kontroll-siRNA (siNTC) und der gegen TRIM71 gerichteten siRNA (siTRIM71). (A, B)
Ergebnisse des Luciferase Assays 144 h nach TRIM71-Modulation und 48 h nach der Transfektion mit
den Reporterplasmiden pTOP bzw. pFOP. (C, D) Separate Detektion der B-Catenin-Protein-Werte in der
zytoplasmatischen (ZF) bzw. nukledren Zellfraktion (NF) 144 h nach TRIM71-Modulation mittels Western
Blot. Die Immundetektion von B-Actin (ZF) bzw. H3 (NF) wurde zur Standardisierung der Proteinmenge
und Kontrolle der angereicherten Fraktion genutzt. Angegebene Bilder stellen reprasentative Beispiele
dar. (E, F) Die relative Expression von AXIN2, CCND1, DKK1, LGR5 96 h nach TRIM71-Modulation
wurde mittels RT-Q-PCR bestimmt und gegen das Housekeeping-Gen TBP normalisiert.

4.2 miR-483 als pradiktiver Marker des Gesamtiiberlebens in HB-Patienten

Zahlreiche Studien der letzten Jahrzehnte konnten neben den genregulatorischen Funktionen
von miRs, deren Nutzlichkeit als diagnostisches und therapeutisches Tool in der Onkologie
nachweisen.'? Im HB konnte Cairo et al. 2010 zeigen, dass die Expressionsanalyse einer vier-
aus miR-371, miR-373, miR-100 und
Gesamtliberleben erlaubt.? Sowohl

miR-Signatur let7a eine Einschatzung zum

die Validierung der vier-miR-Signatur in einer
unabhangigen Patientenkohorte als auch die ldentifizierung weiterer prognostischer miRs

standen in den letzten Jahren jedoch aus.
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4.2.1 Evaluation der vier-miR-Signatur in einer unabhéngigen
Patientenpopulation

Um eine Beurteilung der vier-miR-Signatur hinsichtlich ihres Risikostratifizierungspotentials
vornehmen zu kénnen, wurde das Expressionsprofil von let7a, miR-100, miR-371 und miR-373
in 29 Patientenproben und 10 Normalleberproben analysiert.

Dabei konnte fiir let7a und miR-100 kein Unterschied in den Expressionwerten von NL- und HB-
Gewebe gefunden werden (Abb. 18A+B), allerdings lie sich eine leichte Korrelation der beiden
miRs ausmachen (Abb. 18C). Im Gegensatz dazu zeigten die Expressionswerte der beiden
miRs miR-371 (Abb. 18D) und miR-373 (Abb. 18E) eine signifikante Uberexpression in HB-
Proben im Vergleich zu NL und eine starke Korrelation der Expressionswerte (Abb. 18F).
Basierend auf dem Expressionsprofil der 4 miRs wurden die Tumorproben in die zwei Gruppen
Cm1 oder Cm2 entsprechend Cairo et al. 2010 eingeteilt.5? Allerdings manifestierte die
Anwendung des Kaplan-Meier-Schatzers keinen Uberlebensunterschied von Cm1 zu Cm2
(Abb. 18G). Ebenso zeigten die beiden Gruppen Cm1 und Cm2 keine signifikanten
Unterschiede, wenn sie entsprechend ihrer klinischen Parameter wie Diagnosealter > 5 Jahre,
GefaBinvasion, Histologie, PRETEXT IV, extrahepatisches Wachstum, Metastasierung und
Multifokalitat verglichen wurden (Abb. 18H). Wenig Uberraschend war es, dass die vier-miR-
Signatur signifikant mit der 16-Gen-Signatur assoziiert werden konnte, von welcher sie

urspriinglich abgeleitet wurde.*
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Abbildung 18: Relative Expression von (A) let7a, (B) miR-100, (D) miR-371, and (E) miR-373 in Normalleber- (NL)
und Lebertumor-Proben, bestimmt anhand RT-Q-PCR und normalisiert mit der Expression der Housekeeping-miR
RNU43. Die Signifikanz wurde durch den ungepaarten t-Test mit Welch’s Korrektur berechnet, der entsprechende P-
Wert ist angegeben. (C+F) Korrelation der log2-transformierten Expressionswerte von (C) let7a und miR-100 und (F)
miR-371 und miR-373, welche mit der Spearman R Korrelation berechnet wurde. Blaue Punkte entsprechen den NL-
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Proben und rote Quadrate den HB-Proben. (G) Gesamtiiberleben der Patienten mit Lebertumoren stratifiziert
entsprechend ihres 4-miR-Expressionsprofils in Cm1 oder Cm2. (H) Assoziationsstudie der vier-miR-Signatur mit
klinischen Parametern unter Verwendung des Fisher’s Exact Tests und Angabe der entsprechenden P-Werte.

4.2.2 Verbesserte Risikostratifizierung durch Integration von miR-483 in
die vier-miR-Signatur

Im n&chsten Schritt sollte die Expression von miR-483 im HB studiert werden. miR-483, welche
durch das MIR483-Gen auf Chromosom 11p15.5 im zweiten Intron des IGF2-Gens codiert wird,
galt besonders durch seine positive Regulation der IGF2-Expression'® als auch aufgrund seiner
erst kiirzlich identifizierten Implikationen im Wnt-Signalweg''% '*3 — zwei zentrale Mechanismen
der Hepatoblastomentwicklung — als &auBerst vielversprechender Kandidat. Durch die
identifizierte Uberexpression von miR-483 in G2/HBs (sieche Anhang, Abb. 31A) und seiner
Koexpression mit bestatigten onkogenen Faktoren (Abb. 14) rlckten auch prognostische
Implikationen in den Fokus und wurden im Folgenden weiterfliihrend analysiert.

Da miR-483 bisher nicht im HB untersucht wurde, wurde sowohl das 5*- (miR-483-5p) als auch
das 3'-Transkript (miR-483-3p) gemessen. Die Expressionsanalyse ergab signifikant erhéhte
Werte von miR-483-5p in Tumorproben verglichen zu NL (Abb. 19A). Auch miR-483-3p
verzeichnete einen ahnlichen Trend, welcher aber knapp Uber dem Signifikanzniveau blieb
(Abb. 19B). Erneut zeigte sich eine starke und hoch-signifikante Korrelation beider
Transkriptvarianten (Abb. 19C).
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Abbildung 19: Relative Expression von (A) miR-483-3p und (B) miR-483-5p in Normalleber- (NL) und Lebertumor-
Proben, bestimmt anhand RT-Q-PCR und normalisiert mit der Expression der Housekeeping-miR RNU43. Die
Signifikanz wurde durch ungepaarten tTest mit Welch’s Korrektur berechnet, der entsprechende P-Wert ist
angegeben. (C) Korrelation der log2-transformierten Expressionswerte von miR-483-3p und miR-483-5p, welche mit
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der Spearman R Korrelation berechnet wurde. Blaue Punkte entsprechen den NL-Proben und rote Quadrate den HB-
Proben. (D) Gesamtiiberleben der Patienten mit Lebertumoren stratifiziert entsprechend ihres 6-miR-
Expressionsprofils in Cm1 oder Cm2. (E) Farbcodierung der klinisch-pathologischen Parameter in Saulenform flr 29
HBs. (F) Assoziationsstudie der sechs-miR-Signatur mit klinisch-pathologischen Parametern, berechnet durch den
Fisher’s Exact Test unter Angabe der P-Werte.

Eines der Hauptresultate von Cairo et al.5? war es, dass die vier-miR-Signatur eine pradiktive
Aussage zum Patientenliberleben erméglichte. Da wir dies in unserem Patientenkollektiv nicht
reproduzieren konnten (Abb. 18G), wurde versucht eine Verbesserung des
Stratifizierungspotentials durch Integration der beiden miR-483-Transkripte in die vier-miR-
Signatur zu erzielen. Dadurch anderte sich die Zuordnung in Cm1 (n=14) und Cm2 (n=15)
erheblich und ergab in der Kaplan-Meier-Analyse zwei deutlich differenzierbare Gruppen mit
einem signifikanten Unterschied im Patientenlberleben (Abb. 19D). Ebenso zeigte eine
Untersuchung der sechs-miR-Signatur anhand klinischer Parameter (Abb. 19E) signifikante
Assoziationen mit der 16-Gen-Signatur, der GefaBinvasion und dem Tumorstadium PRETEXT
IV (Abb. 19F).

4.3 Die SP8-FGF8-Achse als prognostischer Faktor in metastasierten HBs mit
schlechter Prognose

Metastasierung gilt als die Hauptursache fiir tumorbedingte Sterblichkeit und ist fir etwa 90%
der Todesfélle verantwortlich.®2 Auch fiir kindliche Lebertumoren konnte dies durch die Studie
der Children’s Hepatic Tumors International Collaboration erst kirzlich bestétigt werden. Diese
analysierte weltweit die klinischen Daten von insgesamt 1605 Hepatoblastomfallen®® und
identifizierte insbesondere die Metastasierung neben einem niedrigen AFP-Wert (< 100 ng/ml)
und fortgeschrittenem Kindesalter (> 8 Jahre) als Faktor mit der schlechtesten
Uberlebenswahrscheinlichkeit.®’ Bessere Kenntnisse der molekularen Mechanismen, die zur
Metastasierung im HB fihren, wirden zur Optimierung und Individualisierung des
Patientenmanagements anhand ihres Risikoprofils beitragen und eine friihere Detektion von
Metastasen erwirken. Die niedrige Inzidenz dieser Tumorentitat limitiert die Datenlage jedoch
deutlich, weshalb sich bis dato nur wenige Studien mit der Metastasierung im HB befassen
konnten, und macht dies in der Folge umso dringlicher.

4.3.1 Das transkriptionelle Profil von metastasierten HBs unterscheidet
sich von Standard-HBs
Flar maligne Tumore startet der Weg zur Metastasierung bereits sehr friih und fiihrt im ersten
Schritt zur Translokation von Krebszellen, die invasive und motile Charakteristika erlangen
konnten.'** Um dies zu ermdglichen, sind zahlreiche UmbaumaBnahmen in der Zelle nétig, die

mit einem verdnderten Expressionsprofil einhergehen. Daher wurde zundchst das
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Transkriptionsprofil von 7 nicht-metastasierten (M-) und 4 metastasierten Tumoren (M+), sowie
11 Normallebern (NL) und 4 Zelllinien (ZL) analysiert.

Im Zusammenhang dessen wurde eine Hauptkomponentenanalyse der 2000 Gene mit der
starksten Varianz in der Expression durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Gruppen der NLs und
der ZLs deutlich separierte Cluster bildeten, wahrend die beiden Cluster der M- and M+ Tumore
eher flieBend ineinander Ubergingen, dabei allerdings M+ Tumore den weitesten Abstand zur
Gruppe der NLs aufwiesen (Abb. 20A).

AnschlieBend wurden die globalen Genexpressionsmuster der beiden Subgruppen M+ und M-
mit Hilfe des R Packages DESeq2 analysiert. Dabei konnten insgesamt 24 hochregulierte und
93 herunterregulierte differentiell exprimierte Gene mit einem absoluten log2-Fold Change > 4
und einem P-Wert < 0,0001 identifiziert werden (Abb. 20B). Unter den stark hochregulierten
Genen befand sich interessanterweise NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1 (NQO1), ein Gen
das erst kirzlich von Kollegen aus meiner Forschungsgruppe mit aggressiven
Tumorcharakteristika und schlechter Prognose im HB assoziiert werden konnte.®' Neben NQO1
zeigten auch zwei neue Kandidaten, namlich der Sp8 Transkriptionsfaktor (SP8) und der
Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8) hohe transkriptionelle Werte in metastasierten Tumoren
(Abb. 20B).

Da die DNA-Methylierung einen fundamentalen Aspekt der transkriptionellen Regulation
darstellt,'*> wurden parallel zur Transkriptomanalyse die globalen Methylierungsdaten aus
Abschnitt 4.1 von den 4 M+ und 7 M- Tumoren herangezogen und anschlieBend die B-Werte
entsprechender CpGs auf Genebene mit den Expressionswerten Uberlagert. Dies ermdglichte
die Identifizierung neuer Kandidatengene, die eine inverse Korrelation zwischen Expression und
DNA-Methylierung aufwiesen. Auffallenderweise wurden sowohl fir NQO71 als auch fir die
beiden neuen Kandidaten SP8 und FGF8 CpGs in naherer Umgebung zur
Transkriptionsstartstelle aufgedeckt, die eine Demethylierung in M+ verglichen zu M- zeigten
(Fig. 20C).
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Abbildung 20: (A) Hauptkomponentenanalyse von 10 Normalleberproben (NL, in schwarz), 4 metastasierten (M+, in
rot), 7 nicht-metastasierten (M-, in blau) Hepatoblastomen und 4 Zelllinien (ZL, in grau). (B) Streudiagramm der
differentiell exprimierten Gene zwischen M+ und M- Tumoren. Jedes Gen ist mit seinem log2-Fold Change auf der
X-Achse und seinem negativen log10-P-Wert auf der Y-Achse dargestellt. Gene, welche einen absoluten log2-Fold
Change > 4 und einen P-Wert < 0,0001 aufweisen, sind blau gefarbt. NQO1, SP8 und FGF8 sind rot eingefarbt. (C)
Streudiagramm der Uberlagerung von Methylom- und Transkriptom-Daten. Jedes CpG ist mit seinem log2-Fold
Change in der Methylierung auf der X-Achse und seinem log2-Fold Change der Genexpression zwischen M+ und M-
auf der Y-Achse dargestellt. CpGs, welche einen absoluten log-Fold Change > 1,5 der Methylierung und einen log2-
Fold Change > 4 der Genexpression aufweisen, sind blau gefarbt. NQO7, SP8 und FGF8 sind rot eingefarbt.

4.3.2 SP8ist ein Uberexprimierter Faktor in metastasierten HBs mit
schlechter Prognose und korreliert mit FGF8

Um zu evaluieren, ob die beiden neuen Kandidaten SP8 und FGF8klinische Relevanz besitzen,
wurde das Genexpressionsprofil beider Gene in einer gréBeren Kohorte von 35 HB-Proben und
11 korrespondierenden Normallebern mittels RT-Q-PCR ermittelt und die Patienten
entsprechend ihrer klinischen Parameter wie Geschlecht, Diagnosealter, Tumordifferenzierung,
Metastasierung, Uberleben, Multifokalitat und vaskulare Invasion gruppiert. Hierbei konnten wir
nicht zur zeigen, dass die mRNA-Werte von SP8 in HB-Proben im Vergleich zu NL-Proben
deutlich erhéht waren (Abb. 21A, erster Graph von links), sondern auch die Ergebnisse aus der
RNA-Sequenzierung reproduzieren und zeigen, dass eine hohe SP8-Expression signifikant mit
der Metastasierung im Zusammenhang steht (Abb. 21A, zweiter Graph von links). Zusatzlich
dazu konnte die SP8-Uberexpression auch mit dem aggressiven, unreifen C2-Subtyp aus der
16-Gen-Signatur assoziiert werden (Abb. 21A, dritter Graph von links). Des Weiteren konnten
die SP8-Expressionwerte  auch zZu einer  signifikanten Abschatzung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit herangezogen werden, wobei hohe Werte auf eine schlechte
Prognose hindeuteten (Abb. 21A, vierter Graph von links).

Die Analyse der klinischen Relevanz von FGF8 ergab dquivalente Ergebnisse. Die FGF8-Werte
waren signifikant erhéht in HB- im Vergleich zu NL-Proben (Abb. 21B, erster Graph von links)
und zeigten auch fiir die Metastasierung (Abb. 21B, zweiter Graph von links) und die 16-Gen-
Signatur (Abb. 21B, dritter Graph von links) signifikante Unterschiede. Obwohl die Resultate des
Kaplan-Meier-Schéatzers leicht Uber dem Signifikanzniveau blieben, war trotzdem ein Trend zu
einem kirzeren 5-dahreslberleben bei hoher FGF8-Expression auszumachen (Abb. 21B,
vierter Graph von links). Insgesamt war es nicht Uberraschend, dass sich eine sehr starke
Korrelation zwischen der SP8- und FGF8-Expression manifestierte (Abb. 21C).
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Abbildung 21: (A) SP8- und FGF8- (B) Expressionswerte wurden mittels RT-Q-PCR bestimmt, gegen das
Housekeeping-Gen TBP normalisiert und entsprechend ihrer Kategorisierung als NL oder HB, M- oder M+ Tumor,
und C1- oder C2-Tumor aufgetragen.Die statistische Signifikanz aller Experimente wurde anhand des Mann-Whitney-
Tests ermittelt (P < 0,05). Das Gesamtlberleben wurde vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum Zeitpunkt des Todes
aufgezeichnet und berechnet und ist fiir 33 HB-Patienten dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde anhand des
Mantel-Cox-Tests berechnet. (C) Die Korrelation der SP8- und FGF8-Expression in 44 Leberproben. Punkte
reprasentieren -log10-Werte der relativen SP8-Expression aufgetragen gegen die -log10-Werte der relativen FGF8-
Expression.

4.3.3 SP8 fordert die Motilitat, Invasion und Selbsterneuerungskapazitat
von Hep3B-Pool-Zellen

Um den Einfluss von SP8 auf die Zelleigenschaften zu studieren, wurde ein stabil transfizierter
Tetracyclin-induzierbarer Pool an SP8-exprimierenden Hep3B-Zellen generiert. Daflir wurde
zunachst der episomale pRTR-SP8-VSV-Vektor durch Ubertragung von SP8-VSV aus pcDNA3-
SP8-VSV (Abb. 22A, oben) erstellt, in Hep3B-Zellen eingebracht, positive Zellen durch
Puromycin-Selektion bzw. Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)-Selektion angereichert
(Abb. 22B) und seine Qualitat auf RNA- und Protein-Ebene validiert (Abb. 22C). Detaillierte
Angaben zur Vorgehensweise sind im Anhang zu finden.

Im Anschluss an die Validierung wurde der Hep3B-Pool auf seine proliferativen, motilen,
migratorischen und invasiven Eigenschaften, sowie auf seine Selbsterneuerungskapazitat
getestet. Hierbei fiihrte die SP8-Uberexpression zu keinen erkennbaren Unterschieden in der
Proliferation (Abb. 22D), aber zu einer signifikanten Steigerung der Motilitat (Abb. 22E) von 70
auf 91%, der Selbsterneuerung um das 1,4-fache (Abb. 22F) und der Invasion um das 3,3-fache
(Abb. 22H) im Vergleich zu den nicht-induzierten Kontrollzellen, wéhrend die Migration keine
signifikante Anderung aufwies (Abb. 22G).
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Abbildung 22: (A) Darstellung der Vektoren pcDNA3-SP8-VSV und pRTR-SP8-VSV mit der SP8 cDNA,
dem C-terminalen VSV-tag, den Promotoren CMV, T7, SP6, dem bidirektionellen Tet-induzierbaren
Promotor Ptet-Bi, der eGFP-Doméne (eGFP) und einer reversen Transaktivator-Domaéane (rtTA2S-M2).
(B) Schematische Abbildung der Hep3B-Pool-Generierung, welcher durch stabile Transfektion mit dem
Tetracyclin-induzierbaren pRTR-SP8-VSV-Vektor erstellt wurde. Transfizierte Zellen wurden
anschlieBend mit Puromycin selektiert und durch Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)
angereichert. Die erfolgte SP8-Induktion konnte durch die Detektion von eGFP am
Fluoreszenzmikroskop Uberprift und durch RT-Q-PCR und Western Blot auf (C) RNA- und Protein-Ebene
analysiert werden. Assays zur Bestimmung der (D) proliferativen, (E) motilen, (G) migratorischen und
(H) invasiven Zelleigenschaften, sowie der (F) Selbsterneuerungskapazitdt wurden im Hep3B-Pool
durchgefuhrt. Der Mittelwert + SEM wurde aus der Anzahl der angegebenen Experimente berechnet. Die
statistische Signifikanz aller Experimente wurde durch Anwendung des Mann-Whitney-Tests berechnet.
ns: nicht-signifikant; *P-Wert < 0,05, **P-Wert < 0,01, ***P-Wert < 0,001.

4.3.4 Hep3B-Zellen durchlaufen den Prozess der EMT nach Langzeit-SP8-
Induktion
Um die molekularen Mechanismen zu ermitteln, die das SP8-vermittelte aggressive
Tumorverhalten bedingen, wurden die Hep3B-Pool-Zellen einer Transkriptomanalyse mittels
RNA-Sequenzierung unterzogen und SP8-induzierte mit nicht-induzierten Zellen verglichen.
Dabei wurden insgesamt 235 differentiell exprimierte Gene mit einem Fold Change > 2 und
einem P-Wert < 0,05 (Abb. 23A) identifiziert. Zwei der am starksten hochregulierten Gene waren
secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) und secreted phosphoprotein 1 (SPP1),
bekannte Initiatoren der EMT, indem sie das Zell-Zell-Adh&sionsmolekll E-Cadherin (CDH1)
inhibieren %6147 Weiterhin war unter den stark herunterregulierten Genen mutated in colorectal
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cancer (MCC) zu finden, welches durch Interaktion mit CDH1 einen positiven Effekt auf die Zell-
Zelladhasion ausiibt.™® Ubereinstimmend damit zeigte die funktionelle Annotation der
detektierten differentiell exprimierten Gene mit DAVID eine starke Anreicherung von Genen im
Bereich der extrazelluldaren Matrix (EZM-Organisation, EZM-Rezeptorinteraktion und EZM-
Abbau), der Zelladhasion, der fokalen Adhasion, sowie der positiven Regulierung der
Zellmigration (Abb. 23B) und lie3 damit eine generelle Rolle von SP8 im Prozess der EMT
vermuten.

Die Hochregulation des mesenchymalen Markers Vimentin (VIM) und die Herunterregulation
des Zelladhasionsmarkers CDH1 stellen die wesentlichen Faktoren, die der EMT zugrunde
liegen, dar®®, weshalb zun&chst die Expression von VIM und CDH1 sechs Tage nach der SP8-
Induktion analysiert wurde. Dabei konnte ein signifikanter Anstieg der mRNA-Werte von VIMum
das 1,45-fache verzeichnet werden, wahrend sich die CDH1-Werte um die Halfte im Vergleich
zu den nicht-induzierten Kontrollzellen reduzierten (Abb. 23C). Konsequenterweise lieBen sich
diese Verdnderungen auch auf Protein-Ebene nachweisen, wobei fir VIM ein Anstieg des
Protein-Levels und fir CDH1 ein Abfall der Protein-Werte erkennbar war (Abb. 23C). Durch die
nachfolgende Anwendung der Immunfluoreszenz konnte die quantitative Analyse aus dem
Western Blot auch qualitativ manifestiert werden. Weiterhin visualisierte diese den Wandel hin
zu einem mesenchymalen Zellphanotyp deutlich, wobei die eher kachelférmige Anordnung der
Zellen in eine diffuse Anordnung mit spindelartigen Zellen (iberging und mit einer Anderung der
Proteinlokalisation in die Zellauslaufer fir VIM bzw. von der Zellmembran ins Zytoplasma fur
CDH1 einherging (Abb. 23D, wei3e Pfeile).

Zusatzlich zu VIM und CDH1 lie3 sich auch fir andere EMT-Markergene wie zinc finger E-box
binding homeobox 1 (ZEBT1), twist-related protein 1 (TWIST1), secreted phosphoprotein 1
(SPP1), delta-like 1 homolog (DLK1), semaphorin A (SEMA5A) und caveolin 2 (CAV2) durch
RT-Q-PCR eine signifikante Modulation der Expression nach SP8-Induktion nachweisen.
Zusammenfassend zeigte sich, dass die SP8-Uberexpression zur Ausbildung eines
mesenchymalen Phanotyps in Hep3B-Zellen flhrte.
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Abbildung 23: SP8 und die epitheliale-mesenchymale Transition. (A) Streudiagramm der differentiell exprimierten
Gene zwischen SP8-induzierten und nicht-induzierten Hep3B-Pool-Zellen 144 h nach Induktion. Gene mit einem
log2-Fold Change > 1 und einem P-Wert > 0,05 sind in hellblau dargestellt. SP8, SPP1, SPARC und MCC sind in rot
markiert. (B) Funktionelle Annotation der identifizierten, differentiell exprimierten Gene mit DAVID. (C) Detektion der
VIM- und CDH1-Expression auf RNA- (C, oben) und Protein-Ebene (C, unten) in Hep3B-Pool-Zellen sechs Tage
nach SP8-Induktion mittels RT-Q-PCR und Western Blot. Die Standardisierung der gleichen Proteinmenge erfolgte
mit B-Actin. Die Bilder stellen eine représentative Auswahl dar. (D) Immunfluoreszenzfarbung von Vimentin (links)
und E-Cadherin (rechts) sechs Tage nach SP8-Induktion. Induzierte Pool-Zellen, welche eGFP exprimieren, sind in
grin dargestellt. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt. (E) Die RNA-Expression von ZEB1, TWIST1, SPP1, DLK1,
SEMAS5A und CAV2 wurde mittels RT-Q-PCR 144 h nach Induktion analysiert und mit dem Housekeeping-Gen TBP
normalisiert. Die Signifikanz wurde durch Anwendung des Student’s t-Tests berechnet. ns: nicht-signifikant; *P-Wert
< 0,05, **P-Wert < 0,01, ***P-Wert < 0,001.

4.3.5 FGF8 ist ein essentieller Faktor des SP8-vermittelten, aggressiven
Tumorphéanotyps

Da SP8 ein Transkriptionsfaktor ist, der an DNA bindet, war es naheliegend, dass in einem
nachsten Schritt potentielle Zielgene von SP8 untersucht werden sollten, die fir den aggressiven
Tumorphanotyp essentiell sind.

Interessanterweise wurde FGF8 bereits im Zusammenhang der Leberentwicklung beschrieben
und konnte auch mit dem Prozess der EMT in Verbindung gebracht werden'#°, weshalb FGF8
als direktes Zielgen im Folgenden naher betrachtet wurde.
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Da als Zielgen eines Transkriptionsfaktors unmittelbar die Expression betroffen ware, wurden
zun&chst die mRNA-Werte von FGF8 48 h nach SP8-Induktion in Hep3B-Pool-Zellen bestimmt.
Dabei manifestierte sich ein signifikanter Anstieg der FGF8-Expression um das 3-fache im
Vergleich zu den nicht-induzierten Kontrollzellen (Abb. 24A).

Um zu untersuchen, ob SP8 direkt fiir die FGF8-Expression in Leberkrebszellen verantwortlich
ist, wurde die FGF8-Promotorregion auf SP8-Bindestellen, welche durch Sahara et al.’™ im
Mausmodell beschrieben wurden, abgesucht. Dabei wurden finf mégliche Bindestellen 215 bp
bis 305 bp upstream von Exon 1 identifiziert, welche eine starke speziesibergreifende
Konservierung aufwiesen (Abb. 24B), und diese mittels ChIP verifiziert. Die Ergebnisse der ChIP
zusammen mit der anschlieBenden Q-PCR bestétigten die flinf theoretischen Bindestellen auch
in der Praxis mit einer signifikanten DNA-Anreicherung der BS2-5 von 2,6 im Vergleich zu den
Kontroll-IPs (Abb. 24C, rechts), was auch die deutliche Korrelation der Expression in den
Tumorproben erklart. Auch an BS1 zeichnete sich ein &hnlicher Trend ab, dieser blieb allerdings
Uber dem Signifikanzniveau (Abb. 24C, links).
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Abbildung 24: (A) Saulendiagramm, das die Anderung der FGF8-Expression 48 h nach stabiler SP8-Modulation
ausweist. (B) Schematischer Uberblick der SP8-Bindestellen BS1, BS2 und BS3-5 am humanen FGF8-Lokus auf
Chromosom 10g24.32. Die Bindestellen sind in blau hervorgehoben. (C) Saulendiagramme, die die Anreicherung
von SP8-gebundenen DNA-Fragmenten an BS1 bzw. BS2-5 48h nach erfolgter SP8-Induktion im Vergleich zu den
nicht-induzierten Kontrollzellen bzw. den Kontroll-IPs mit dem unspezifischen IgG-Antikérper darstellen.

Um zu erforschen, ob FGF8 einen essentiellen Beitrag zur SP8 vermittelten Aggressivitat von
Hepatomzellen liefert, wurde die Methodik des CRISPR interference angewendet, die erst
kiirzlich von Larson et al. 2013 beschrieben wurde'' und einen langfristigen Knock-down von
FGF8 gewabhrleistet. Die dafiir nétigen Plasmidklonierungsschritte und die Uberpriifung der
korrekten Expression, sowie der Funktionalitdt des generierten Plasmids sind detailliert im
Anhang beschrieben (siehe Anhang, Abb. 32).

Nach der Validierung und Optimierung von CRISPR interference konnte dieser Ansatz nun in
den Hep3B-Pool-Zellen genutzt werden. Hier erzielte die Anwendung mit dem pPlat-dCas9-
sfGFP-KRAB-gRNA-1 Fusionskonstrukt einen FGF8-Knock-down von 56%, wahrend die SP8§-
Expressionslevel weiterhin eine starke Uberexpression manifestierten (Abb. 25B, erster und
zweiter Graph). Im Vergleich dazu war mit pPlat-dCas9-gRNA-1 Kontrollplasmid erneut eine
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gesteigerte Expression von SP8 und FGF8 in Hep3B-Pool-Zellen nach TET-Induktion messbar
(Abb. 25A, erster und zweiter Graph von links).

Da wie in Abschnitt 4.3.3 beschrieben die SP8-Modulation die starksten Auswirkungen auf die
Motilitat und die Selbsterneuerungsfahigkeit von Hepatomzellen hatte, sollte der Wound healing
Assay und der Klonogene Assay mit einem gleichzeitigen FGF8-Knock-down durchgeflihrt
werden. Dabei zeigte sich mit dem pPlat-dCas9-Kontrollvektor erneut eine verstarkte Motiliat
und eine gesteigerte Selbsterneuerungskapazitit nach SP8-Induktion (Abb. 25A, dritter und
vierter Graph von links). Die FGF8-Suppression dagegen sorgte fir eine Limitierung der
Zellmotilitdt und schrankte auch die Selbsterneuerungskapazitat auf die Werte der
Kontrollgruppe ein (Abb. 25B, dritter und vierter Graph von links), sodass FGF8 als

Hauptmediator des SP8-vermittelten aggressiven Tumorphanotyps bestéatigt werden konnte.
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Abbildung 25: (A+B) Expressionsvektoren flir dCas9 und dCas9-sfGFP-KRAB, welche flir den CRISPR interference-
vermittelten FGF8-Knock-down zusammen mit der gRNA-1 genutzt wurden. Wound healing und Klonogener Assay
von TET-induzierten und nicht-induzierten Hep3B-Zellen unter Anwendung vom pPlat-dCas9-gRNA-1-
Kontrollplasmid oder dem FGF8-Knock-down-vermitteinden pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB-gRNA-1-Vektor. Der
Mittelwert + SEM wurde aus der Anzahl der angegebenen Experimente berechnet. Die statistische Signifikanz wurde
mit Hilfe des Student’s t-Test berechnet (P < 0,05).

4.3.6 Der SP8-vermittelte aggressive Tumorphanotyp als generelles

Phanomen in Lebertumorzellen
Um den generellen Einfluss von SP8 auf Lebertumorzellen zu untersuchen, wurden zusatzlich
transiente Gain-of-function- und Loss-of-function-Studien in den finf Hepatomzelllinien HepG2,
Hep3B, HUH7, HUH6 und HepT1 durchgeflhrt. Daflir wurde zunachst die endogene SP§-
Expression der Zelllinien bestimmt, wobei die beiden HB-Zelllinien eine hohe (HepT1 und HUH®6)
und die drei HCC-Zelllinien eine niedrige endogene SP8-Expression zeigten (sieche Anhang Abb.
31C).
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Far die Durchfuhrung der Gain-of-function-Experimente wurde der in Abschnitt 4.3.3 (Abb. 22A)
beschriebene pcDNA3-SP8-VSV-Vektor in die drei niedrig exprimierenden Zelllinien HepG2,
Hep3B und HUH7 eingebracht. Loss-of-function-Studien erfolgten durch siRNA-vermittelten
Knock-down von SP8 (siSP8) in den hochexprimierenden Zelllinien HUH6 und HepT1, sowie
auch in HUH7-Zellen. Eine erfolgreiche Modulierung der SP8-Level durch das Einbringen der
VSV-getaggten SP8 cDNA oder von siSP8 konnte auf RNA- (Abb. 26A+B) und Protein-Ebene
(Abb. 26C+D) nachgewiesen werden und resultierte in einer signifikanten SP8-Uberexpression
(Abb. 26A+C) beziehungsweise einer robusten SP8-Reduktion von bis zu 70% (Abb. 26B+D).
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Abbildung 26: SP8-Expression in Hepatomzelllinien 24 h (A+B) beziehungsweise 48 h (C+D) nach der Transfektion
mit einerseits (A+C) dem leerem Kontrollvektor (-SP8, pcDNA3-VSV) oder dem SP8-Expressionsplasmid (+SP8,
pcDNAS3-SP8-VSV) oder andererseits (B) mit der Kontroll-siRNA (siNTC) oder der gegen SP8-mRNA-gerichteten
siRNA (siSP8). (A+B) Die Analyse wurde mittels RT-Q-PCR durchgefiihrt und mit dem Housekeeping-Gen TBP
normalisiert. Die statistische Signifikanz wurde durch den Mann-Whitney-Test ermittelt (P < 0,05, ** P < 0,01, *** P
< 0,001, **** P < 0,0001). (C) Detektion der SP8-Protein-Werte in HepG2, Hep3B und HUH7 oder (D) Hep3B-Pool-
Zellen 48 h nach SP8-Induktion mittels Western Blot. -Actin wurde zur Standardisierung aquivalenter Proteinmenge
genutzt.

Zur Analyse der Proliferation, Motilitat, Selbsterneuerung sowie der migratorischen und
invasiven Eigenschaften wurden erneut der MTT-Assay, der Wound healing Assay, der
klonogene Assay, sowie der Boyden Chamber Assay herangezogen.

Entsprechend der Ergebnisse aus der stabilen Transfektion (siehe Abschnitt 4.3.3, Abb. 22)
filhrte die SP8-Modulation zu keiner Anderung der Proliferation in allen 5 Zelllinien (Abb.
27A+B), jedoch zeigte sich durch die SP8-Uberexpression ein signifikant positiver Effekt auf das
Motilitatsverhalten von HepG2- und HUH7-Zellen (Abb. 27C), wahrend der Effekt durch den
SP8-Knock-down in HUH7 umgedreht werden konnte (Abb. 27D, links). Dieser Trend zeichnete
sich ebenso in HUH6-Zellen ab (Abb. 27D, mitte), blieb allerdings tGber dem Signifikanzniveau.
Kein Effekt war in Hep3B (Abb. 27C, mitte) und HepT1 (Abb. 27D, rechts) erkennbar. Die
Untersuchung der Selbsterneuerungskapazitdt ergab einen signifikanten Anstieg der
Kolonienzahl um das 1,8-, 1,3- und 1,4-fache in HepG2-, Hep3B- und HUH7-Zellen nach
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erfolgter SP8-Uberexpression (Abb. 27E). Durch den SP8-Knock-down lieB sich dieser Effekt
umkehren, wobei sich die Kolonienzahl von HUH7 und HUHG6 nur noch auf etwa 60% der Anzahl
der Kontrollzellen belief (Abb. 27F). Erneut zeigte sich in den HepT1-Zellen keine Auswirkung.
Aus den Ergebnissen des Boyden Chamber Assays lie3 sich ein positiver Effekt einer SP8-
Uberexpression auf die Zellmigration und -invasion ableiten, welcher sich in HUH7- (Abb. 27G,
rechts) und HepG2-Zellen (Abb. 271, links) als signifikant erwies. Der Einfluss des SP8-Knock-
downs war im Allgemeinen sehr gering und blieb in allen Féllen Uber dem Signifikanzniveau,
was auf ein bereits geringes Migrations- und Invasionsverhalten der Zellen zurtickzufiihren war.
Dennoch konnte festgehalten werden, dass ein Trend zu reduzierter Migration bzw. zu weniger
invasiven Zellen bestand (Abb. 27H+J).
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Abbildung 27: Gain- und Loss-of-function-Experimente in Hepatomzelllinien nach Transfektion mit einerseits (A, C,
E, G, I) dem leeren Kontrollplasmid pcDNA3-VSV (-SP8) oder dem SP8-Expressionsplasmid pcDNA3-SP8-VSV
(+SP8), oder andererseits nach Elektroporation (B, D ,F, H, J) mit einer ungerichteten Kontroll-siRNA (siNTC) oder
einer SP8-gerichteten siRNA (siSP8). (A, B) Die Zellproliferation wurde an den angegebenen Zeitpunkten durch
Anwendung des MTT-Assays bestimmt. (C, D) Die Zellmotilitdt wurde mittels Wound healing Assays zu den
angegebenen Zeitpunkten aufgezeichnet. (E, F) Die Selbsterneuerung wurde durch Koloniezahlung 10 Tage nach
Transfektion ermittelt. Reprasentative Bilder des Assays sind unter dem jeweiligen Graphen angegeben. (G, H) Die
Migrationsfahigkeit ergab sich aus der Anzahl migrierter Zellen durch die Poren der eingesetzten Boyden-Kammern
48 h nach der Transfektion. (1, J) Die Invasionsfahigkeit ergab sich aus der Anzahl invasiver Zellen durch die Matrigel-
beschichteten Poren der eingesetzten Boyden-Kammern 72 h nach der Transfektion. Der Mittelwert + SEM wurde
aus der Anzahl der angegebenen unabhangigen Experimente berechnet. Die statistische Signifikanz wurde durch
den Mann-Whitney-Test ermittelt (*P < 0,05, ** P< 0,01, *** P < 0,001, *** P < 0,0001).
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4.3.7 Inhibition der SP-Transkriptionsfaktorfamilie als potentielle neue
Behandlungsstrategie von aggressiven HBs

Mithramycin A (MMA) ist ein von der Food and Drug Administration zugelassenes
Krebsmedikament, dass die Bindung an GC-reiche Genpromotoren blockiert und damit als
effektiver Inhibitor der SP-Transkriptionsfaktorfamilie wirkt.'®2
Um seine SP-spezifische Wirksamkeit zu testen, wurde zunachst untersucht, oo MMA in der
Lage ist, die SP8-vermittelten Effekte in Hep3B-Pool-Zellen aufzuheben. Tatsachlich flihrte die
Anwendung von lediglich 10 nM MMA zu einer fast vollstandigen Neutralisierung der durch SP8-
Induktion gesteigerten Selbsterneuerungskapazitat in Hep3B-Pool-Zellen im Vergleich zu den
mit Lésungsmittel behandelten Zellen (Abb. 28A). In der Folge wurden verschiedene
Konzentrationen im Bereich von 1-100 nM des Inhibitors in den SP8-hochexprimierenden
Zelllinien HUH7, HUH6 und HepT1 getestet.
Dabei zeigte sich, dass bereits sehr niedrige Konzentrationen von 10 nM fir HUH7 und HUH6
sowie von 30 nM fur HepT1 ausreichend waren, um die Selbsterneuerungsféhigkeit der Zellen
signifikant zu reduzieren (Abb. 28B), was MMA als potentielle neue Behandlungsstrategie fr
Hochrisiko-Patienten des HBs interessant macht.
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Abbildung 28: (A) Hep3B-Pool-Zellen wurden mit 10 nM Mithramycin A (MMA) oder DMSO als Kontrolle mit oder
ohne SP8-Induktion behandelt. (B) HUH7-, HUH6- und HepT1-Zellen wurden mit 10 nM (HUH7 und HUH6) oder
30 nM (HepT1) MMA oder DMSO als Kontrolle behandelt. Reprasentative Abbildungen des Zellassays sind unter den
Graphen abgebildet. Die Anzahl der Kolonien wurde 10 Tage nach Behandlung erfasst und die Ergebnisse auf 1
normalisiert. Der Mittelwert + SEM wurde aus der Anzahl der angegebenen unabhéngigen Experimente berechnet.
Die statistische Signifikanz wurde durch den Student’s t-Test ermittelt (*P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P<
0,0001).
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5 DISKUSSION

Standardrisikopatienten des HBs weisen eine exzellente Uberlebenswahrscheinlichkeit von
90% auf,®® wahrend Hochrisikopatienten immer noch mit einer AuBerst schlechten Prognose von
50% konfrontiert sind'®. Die Identifizierung der molekularen Mechanismen, die das
Hochrisikoprofil bedingen und die Analyse neuer Biomarker, die eine klare Diskriminierung
erlauben, stellten daher groBe Forschungsbemiihungen der letzten Jahre dar.3% 32 47.50.52 Aych
unsere Methylom- und Transkriptomstudie von 28 beziehungsweise 11 HBs widmete sich dieser
Aufgabe und setzte sich zum Ziel, charakteristische genetische und epigenetische
Veranderungen aufzudecken. Das HB prasentierte sich dabei biologisch als ein sehr diverses
Krankheitsspektrum, welches von keinen detektierbaren Aberrationen bis hin zu hoher
genomischer Instabilitdt und onkogener Signalwegsaktivierung reichte.

5.1 Multiomics-Ansatz definiert zwei molekulare Subgruppen des HBs

Veranderte DNA-Methylierung insbesondere an CpG-Inseln nimmt Einfluss auf die Transkription
und stellt durch die mdgliche Repression von Tumorsuppressorgenen und die potentielle
Aktivierung von Onkogenen ein friihes Event der Karzinogenese dar. Um den Einfluss der DNA-
Methylierung auf die Entwicklung des HBs zu studieren, wurde in dieser Arbeit das Methylom
von 28 HBs umfassend analysiert und zunachst im Kontext von Normalleber-Proben und 12
weiteren kindlichen Lebertumoren wie péadiatrischen hepatozellularen Karzinomen (HCC),
fibrolamellaren HCC (fIHCC) und malignen Rhabdoidtumoren (MRT) betrachtet.

Dabei deckten wir zwei divergente Methylierungsprofile der Lebertumoren (G1 und G2) auf, die
sich erstaunlicherweise nicht nur auf HBs beschrénkten, sondern auch auf die weiteren
Lebertumorentitdten HCC, fIHCC und MRT erstreckten, und sich durch Komplementierung
offentlich zugénglicher Methylom-Daten des HBs als auB3erst robust erwiesen. Eine allgemeine
Hypomethylierung in den Tumoren unterschied sich in den beiden Subgruppen nochmals sehr
deutlich und konnte fir G2-Tumoren als Charakteristikum zusammen mit einer starken
Hypermethylierung der CpG-Inseln und damit auch der Promotorregionen festgehalten werden.
Bereits andere Studien konnten eine Hypomethylierung im HB und die Prasenz zweier
epigenetischer Subgruppen manifestieren*”- 134 und bekréftigten damit unsere Ergebnisse.

Die weiterflUhrende Bestimmung chromosomaler Veradnderungen anhand der 450k-Daten
bestatigte gemeinhin bekannte Muster aus friiheren Studien wie Zugewinne in 1q, 2q, sowie
Verluste in 1p und 4q,% 30 32 47 |egte jedoch auch neue Zusammenhange zwischen
chromosomalen Defekten und epigenetischen Subgruppen kindlicher Lebertumoren offen. So
waren G1-Tumoren nur von wenigen genomischen Veradnderungen in 6 von 21 Tumoren

begleitet, wahrend in G2-Tumoren alle Tumoren mehr oder weniger starke chromosomale
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Defekte aufwiesen, wobei der Gewinn der Chromosomenregion 1g41 und der Verlust von
Chromosomenabschnitt 4933-4g35.1 signifikante Unterschiede zwischen G1 und G2 zeigte.

In diesem Kontext scheint es daher besonders interessant, dass nahezu ein Drittel der G2-
Tumoren einen Verlust des FAT1-Lokus (Chromosom 4g35) zu verzeichnen hatte, welches ein
Cadherin-ahnliches Protein codiert und das Krebswachstum durch die Inhibition der
Nukleuslokalisation von B-Catenin unterdrickt und damit die Wnt-Signalwegsaktivierung
moduliert.”™* Diese Aussage unterstitzend wiesen G2-Tumoren durch das Auftreten von
Mutationen in CTNNB1 bzw. APC Wnt-Signalwegs-aktivierende Mutationen in allen Proben auf,
wahrend in nahezu 40% der G1-Tumore keine Wnt-Signalwegsmutation detektierbar war. Die
Assoziation der Subgruppen mit weiteren klinischen Parametern konnte zudem relevante
Unterschiede im Gesamtlberleben, in der Metastasierung und multifokalem Wachstum
offenlegen, wobei fiir G2-HBs diese jeweils sehr unglnstig ausfielen.

Insgesamt lie3 die Untersuchung des Methylierungsprofils die Schliisse zu, dass sich HBs in
zwei epigenetische Cluster einteilen lassen, die sich durch den Grad der Hypomethylierung und
genomischen Instabilitdt, durch die Anzahl genetischer Aberrationen des Wnt-Signalwegs,
sowie durch die Assoziation mit klinischen Parametern differenzieren, und dass sich dies auf

weitere padiatrische Lebertumorentitdten ausweiten lasst.

Die simultane Analyse von globalen Expressions-Daten im HB manifestierte starke Kongruenz
aber auch ein Zusammenspiel von Epigenom und Transkriptom in der Bestimmung molekular
divergenter Tumorentitdten. So konnten einerseits die epigenetischen Cluster mit der 16-Gen-
Signatur assoziiert werden, wobei 88,9% (8 aus 9) der C2-HBs entsprechend Cairo et al.* in
der G2-Gruppe zu finden waren. Andererseits legte auch das Transkriptionsprofil eine
Zweiteilung des Datensatzes offen, welches durch die Extraktion der 16- bzw. 4-Gen-Signatur
ebenso mit den molekularen Subklassen C1/C2/C2A3 %0 in Verbindung gebracht werden
konnte. Zudem lieB sich durch Expressionanalyse von Downstream-Targets des Wnt-
Signalweges eine deutlich starkere Aktivierung in G2- im Vergleich zu G1-Tumoren
beziehungsweise in NL-Proben ausmachen, und spiegelt somit auch auf Transkriptionsebene
die beobachteten genetischen Defekte im Wnt-Signalweg wider. Das Transkriptionsprofil
deutete weiterhin auf eine starke Aktivierung von Zellzyklus- und DNA-Reparatur-Genen in G2-
HBs hin. Ersteres war durch die Assoziation mit der 16-Gen-Signatur und den darin bereits
enthaltenen Zellzyklusgenen nicht Uberraschend und weist auf einen proliferativen
Tumorphanotyp von G2-HBs hin, wie er bereits flir C2-Tumore beschrieben ist®. Ebenso leistete
insbesondere die Uberexpression von darunter befindlichen Regulatoren des mitotischen
Zellzykluses und des Spindelkontrollpunktes wie BUB1, BUB1B, AURKA und AURKB, die zu
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Zentrosomen-Amplifikationen und Defekten in der Chromosomensegregation fuhren, einen
Beitrag zu genomischer Instabilitdt und Aneuploidie.'®

Dass sich in G2-HBs mit einem hohen Grad genomischer Instabilitat auch eine Uberexpression
von DNA-Reparatur-Genen manifestierte, war zunachst nicht intuitiv und lieB Raum fir
Spekulationen. Einerseits kdnnte sie die Folge genetischer Strangbriiche darstellen, die durch
Anderung der 3D-Chromatin-Struktur ihre Aktivierung in Gang setzte.'® Andererseits wére auch
durch die Kombination einer gesteigerten Proliferationsrate und inaddquater Expression der
Reparatur-Gene chromosomale Instabilitat als Konsequenz vorstellbar.'s”

Ein weiterer Unterschied der HB-Subgruppen G1 und G2 betraf den Grad der hepatischen
Differenzierung. Wahrend G1-HBs durch eine gesteigerte  Expression von
Differenzierungsgenen gepragt waren, lieBen sich in G2-HBs leberspezifische aber auch
allgemeine Stammzellmarker wie AFP, GPC3, SALL4, DLK1, SOX2, LGR5 und EPCAM
verstarkt nachweisen. Im Einklang dessen waren differentiell methylierte Regionen zwischen G1
und G2 gehauft in ndherer Umgebung zu differenzierungs- und stammzellerhaltenden Genen
lokalisiert, was auf regulatorische Einfliisse der Methylierung auf die Expression dieser Gene
hindeuten kénnte. Da die Methylierung von Krebszellen zu groBen Teilen die Methylierung der
Ursprungszelle widerspiegelt,'® ware jedoch ebenso ein unterschiedlicher Differenzierungsgrad
der initialen Tumorzelle denkbar. Dem entgegen steht aber, dass histologisch keine
signifikanten Unterschiede zwischen G1- und G2-HBs auszumachen waren.

Ferner beobachteten wir einen deutlichen Einfluss der CpG-Insel-Methylierung auf die
Expression von Tumorsuppressorgenen in G2-Tumoren, die folglich eine signifikante
Reprimierung aufwiesen. Neben dem bekannten Tumorsuppressorgen RASSF1'38 159 dessen
Methylierung mit Metastasierung und einer schlechten Prognose im HB korreliert’®” und auch in
vielen anderen Krebsarten inaktiviert ist, 6 konnten mit TSPYL5, TUSC1, MARVELD1, GATAS,
NKAPL, SPINTZ2 mehrere neue, potentielle Tumorsuppressorgene fir das HB identifiziert
werden, die fur weiterfihrende funktionelle Analysen infrage kommen. Erstaunlicherweise
waren alle Kandidaten bereits als Tumorsuppressorgen in anderen Krebsentitaten, aber auch
im adulten HCC beschrieben und ihre epigenetische Inaktivierung lieB sich mit einem
aggressiveren Tumorphanotyp in Verbindung bringen.®-168 Im Kontext der zuvor beschriebenen
Assoziation mit dem Grad der Differenzierung scheint es besonders interessant, dass die
epigenetische Stilllegung von TSPYL5 in humanen pluripotenten Stammzellen zur
Herunterregulation von Differenzierungsgenen und Tumorsuppressorgenen, sowie zur
Uberexpression von Pluripotenz- und wachstumsférdernden Genen fiihrt.'®® Die epigenetische
Inaktivierung von TSPYL5 wurde ebenso erst kirzlich von Carrillo-Reixach et al.#” im HB
beobachtet und bekraftigte damit unsere Befunde.
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Zusammenfassend zeigte sich ein deutliches Zusammenspiel zwischen Epigenom und
Transkriptom des HBs, welches sich in gemeinsamen Assoziationen mit der 16- bzw. 4-Gen-
Signatur, der Wnt-Signalwegsaktivierung und Differenzierung auBerte, und besonders durch die
starke Korrelation von CpG-Insel-Methylierung und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
und damit durch eine reziproke Beeinflussung bestétigt werden konnte.

5.2 Die Aktivierung von TRIM71 in epigenetischer HB-Subgruppe und seine
Assoziationen mit dem Wnt-Signalweg

Da unsere Ergebnisse fir das HB ein starkes Zusammenspiel des Epigenoms und
Transkriptoms fiir die Entstehung molekularer Cluster zeigten, wurde durch die Uberlagerung
beider Datensatze mit TRIM71 ein Marker gefunden, der durch eine starke Hypomethylierung
mit gleichzeitiger Uberexpression in G2-HBs eine deutliche Gruppeneinteilung zulieB.

TRIM71 wird der TRIM-NHL-Familie zugeordnet, die alle eine RING-, ein bis zwei B-Box-
Zinkfinger-, eine CC- und eine NHL-Doméane aufweisen.'® Entscheidende funktionelle
Eigenschaften von TRIM71 sind die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat, die mittels der RING-Doméne
erfolgt und die Vermittlung posttranskriptioneller Repression mit oder ohne Bindung von
microRNAs.7%172 |nteressanterweise wurde TRIM71 bereits als Faktor in der Entwicklung von
Krebs beschrieben und darunter auch als neues Onkogen im adulten HCC postuliert, in welchem
es einen ungiinstigen Krankheitsverlauf bedingt.'”*'7¢ Die Uberexpression von TRIM71 in G2-
HBs scheint durch die Ergebnisse dieser aktuellen HCC-Studie und durch die starke negative
Korrelation zwischen Methylierung und Expression nicht Uberraschend. Die darin beobachtete
direkte Bindung des Transkriptionsfaktors MYC an den TRIM71-Promotor,'”® welcher ein
Schlissel-Target des Wnt-Signalweges darstellt, beschreibt eine erste potentielle Briicke
zwischen der beobachteten Wnt-Signalwegsaktivierung und der TRIM71-Uberexpression in G2-
Tumoren. Dies unterstiitzend stellten auch andere eine Verbindung von TRIM71 und MYC im
Kontext von embryonalen Stammzellen her,'”? was zur Spekulation einer méglichen Rolle von
TRIM71 in der Tumorprogression als Stammzell- und Zellzyklusregulator anleitete.

Tatsachlich zeigten die Ergebnisse unserer in vitro-Experimente in 2 HB- und 2 HCC-Zelllinien,
dass TRIM71 die Proliferations- und Selbsterneuerungseigenschaften positiv stimuliert. Obwohl
diese Effekte in allen vier Zelllinien (bis auf Proliferation in Hep3B-Zellen) nachweisbar waren,
konnte jedoch nur in HUH6-Zellen eine eindeutige Beeintrachtigung der Wnt-
Signalwegsaktivierung durch TRIM71-Knock-down auf RNA- und Proteinebene gezeigt werden.
Als E3-Ubiquitin-Ligase und RNA-Bindeprotein ist der Wnt-Signalweg wohl nur einer von vielen
unzahligen Mechanismen, auf die TRIM71 Einfluss nehmen kann. So wurde beispielsweise eine
Interaktion von TRIM71, AGO2, miR-302, und miR-290 publiziert, die durch Repression der
Translation des Zellzyklusinhibitors CDKN1A zu einer schnelleren G1-S-Transition und damit
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gesteigerten Zellproliferationsrate in embryonalen Stammzellen beitrug.'”® Auch die
Selbsterneuerungsfahigkeit wird durch eine verkiirzte G1-Phase unterstiitzt."® Zudem ist
TRIM71 in die posttranskriptionelle Regulation von EGR1, einem Transkriptionsfaktor der die
Zelldifferenzierung foérdert und die Zellreprogrammierung behindert, eingebunden.'”’
Interessanterweise war sowohl fiir die Expression von CDKN1A, als auch EGR1 eine auBerst
signifikante Herunterregulation in G2-Tumoren verglichen zu G1-Tumoren présent.

Durch Anwendung der weighted correlation network-Analyse konnte weiterhin eine starke
Koexpression zwischen TRIM71, LIN28B, HMGAZ2 und IGF2BP1/3 aufgedeckt werden, welche
durch weiterfihrende Expressionsanalysen in einer gréBeren Patientenkohorte bestatigt wurde.
Bemerkenswerterweise lassen sich alle Kandidaten durch eine gegenseitige Regulation
beziehungsweise Suppression mit dem Tumorsuppressor let7, als let7-Targets
zusammenfassen,'’®182 deren diverse Rollen als Onkogene in Krebszellen gut bestimmt sind.
So kénnen LIN28B, HMGAZ2 und IGF2BP1/3 jeweils die Krebszellproliferation und das
Tumorwachstum anregen, einen aggressiveren Tumorphanotyp induzieren, zur Metastasierung
beitragen und die Zelldifferenzierung blockieren.53 18318 Auch eine reziproke Beeinflussung von
LIN28B, HMGA2 und IGF2BP1/3 ist als sich selbstverstarkendes, onkogenes Dreieck in der
Literatur beschrieben.'' Dabei geht man davon aus, dass LIN28B die let7-Biogenese verhindert
und IGF2BP1/3 die Expression von LIN28B und HMGA2 verstarkt.'*' Da auch fiir TRIM71 eine
Rolle in der Unterdriickung von let7 bekannt ist,'®” fligt es sich als weiterer Punkt in das Netzwerk
ein. Die Interaktion von TRIM71 und LIN28B ist mit einer positiven'”® bzw. negativen'®’
Ruckkopplung jedoch diverser beschrieben und ist wohl je nach Kontext neu zu bewerten. Im
Zusammenhang mit Leberkrebs wurde TRIM71 allerdings als verstarkender Faktor der LIN28B-
und HMGAZ2-Protein-Werte beschrieben, welcher in einer positiven Feedback-Schleife die let7-
Funktionen inhibiert.'”

Zwei genomweite Expressionsanalysen im HB der letzten Jahre zeigten unabhangig
voneinander einerseits, dass die Uberexpression von LIN28B und HMGA2 mit schlechter
Prognose korreliert,2 andererseits die Uberexpression von TRIM71 und HMGA?2 mit der
aggressiven C2A-Gruppe einhergeht®. Da unsere G2-Gruppe groBe Aquivalenz zur C2A-
Gruppe von Hooks et al. aufweist®®, und wir beide Einzelbeobachtungen in unserer Studie
bestatigen konnten, sowie eine starke Herunterregulation von let7-Familienmitgliedern in G2-
Tumoren im Vergleich zu G1 feststellten, wére die Postulierung einer allgemeinen Verwicklung
des TRIM71-HMGAZ2-LIN28B-IGF2BP1/3-Netzwerkes in die Progression von HBs hin zu einem
aggressiven, wenig differenzierten Tumorph&notyp wohl nicht zu weit gegriffen.

Insgesamt implizieren unsere Daten durch die Vermittlung von proliferativen und
selbsterneuernden Eigenschaften eine onkogene Rolle von TRIM71 in G2-HBs, die teilweise
auf eine Modulation des Wnt-Signalweges zurlickzuflihren sein kdnnte, andererseits auch durch
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die Verbindung mit dem onkogenen Dreieck HMGA2-LIN28B-IGF2BP1/3 erklarbar ware und in
weiteren Studien genauer untersucht werden sollte.

5.3 Die Aktivierung der SP8-FGF8-Achse in metastasierten HBs

Die chirurgische Resektion stellt die Hauptbehandlungsoption fir HB-Patienten dar, wahrend
das Auftreten von Metastasen die groBte Gefahr fiir langfristige Heilung birgt.®° Ein breiteres
Verstandnis der molekularen Mechanismen, die die Metastasierung bedingen, wirde beim
klinischen Management von Patienten mit Metastasen helfen und zu einer friiheren Detektion
von Metastasen beitragen. Trotz der zahlreichen Studien zur klinischen Heterogenitat gibt es
kaum Daten zu wichtigen Faktoren des metastasierten HBs, weshalb wir unsere beiden Omics-
Datenséatze nutzten, um genau diese Licke zu schlieBen.

Durch den Vergleich des Transkriptionsprofils von metastasierten und nicht-metastasierten HBs
konnten wir den Transkriptionsfaktor SP8 und den Wachstumsfaktor FGF8 als die am starksten
hochregulierten Faktoren in metastasierten HBs identifizieren. Durch Integration der
Methylierungsdaten stellten wir zudem fest, dass dies mit einer Hypomethylierung von CpGs in
der Nahe der jeweiligen Promotorregion der beiden Gene einherging. Besonders bedeutend war
es, dass sich hohe Expressionswerte von SP8 und FGF8 mit dem aggressiven C2-Subtyp der
16-Gen-Signatur®® und einer schlechten Uberlebensprognose assoziieren lieBen. Daher war es
nicht Gberraschend, dass SP8 und FGF8 ebenso eine starke Uberexpression um das 29-
beziehungsweise 18-fache in G2-HBs manifestierten. Die Ergebnisse der in vitro-Experimente
bestétigten diese Beobachtungen und zeigten weiterhin, dass sie mit der Vermittlung
aggressiver Tumorcharakteristika wie Zellmotilitat, Selbsterneuerung, Migration und Invasion im
Zusammenhang stehen. Konsequenterweise konnten diese Effekte durch die
Herunterregulation von FGF8, welchen wir als direktes transkriptionelles Target von SP8
ausmachten, neutralisiert werden. Die direkte Kontrolle von FGF8 durch SP8 wurde bereits in
unterschiedlichen Zellkontexten beschrieben'? 8 und konnte von uns nun auch erstmalig fr
Lebertumorzellen identifiziert werden.

SP8 gehért der engverwandten SP-Zinkfinger-Transkriptionsfaktorfamilie an, die nicht nur
kritische Aufgaben wahrend der embryonalen und postnatalen Entwicklung lbernehmen,
sondern auch haufig in Krebszellen hochreguliert sind.'® Obwohl die hohe Expressionsrate von
SP-Transkriptionsfaktoren dabei generell mit fortgeschrittenem Tumorstadium, invasivem
Potential, Metastasierung und schlechter Prognose in Verbindung gebracht wurde, 8% ist SP8
bisher nicht in der Entwicklung von Krebs beschrieben. Jedoch konnte eine erste Studie seine
migrationsférdernden Eigenschaften auf corticale Neuronen nachweisen,’®" was eine
Verwicklung SP8-induzierter Effekte in der Progression von Krebs suggeriert. Und tatsachlich
konnten wir mit der transkriptionellen Induktion der FGF8-Expression einen potentiellen,
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onkogenen Mechanismus aufdecken. Die Uberexpression von FGF8 wurde bereits in vielen
Tumorentitdten wie Brust-,'®2 Kolon-,'® Prostatakrebs'®* beschrieben und scheint
interessanterweise auch in die Entwicklung des hepatozellularen Karzinoms'® verwickelt zu
sein. Auch Kklinisch konnte ein Zusammenhang zwischen FGF8 und fortgeschrittenem
Tumorstadium, Lymphknotenmetastasen und schlechterem Gesamtuberleben in Prostata- und
Kolonkrebs hergestellt werden.'®3 1% Diese FGF8-vermittelten negativen Tumorcharakteristika
sind wohl auf die Anregung migratorischer und invasiver Fahigkeiten in Krebszellen
zurlckzufUhren, wie sie bereits in vitro und in vivo in Brust- und Kolonkrebs nachgewiesen
werden konnten.'% 197 Folgerichtig konnte durch neutralisierende Antikérper gegen FGF8 in
préklinischen Tests das Wachstum von Prostatakrebszellen in vitro'®® und von Brusttumoren in
vivo'*® inhibiert werden.

Erstaunlicherweise konnte auch in Knochenmetastasen von Prostatakrebspatienten FGF8
detektiert werden, wahrend seine ektopische Expression das Wachstum von
Prostatakrebszellen als intratibiale Tumoren nochmals steigerte. %

Insgesamt unterstreichen unsere Ergebnisse eine bedeutende Rolle der SP8-induzierten FGF8-
Aktivierung in der Metastasierung von Krebs, wie wir es hier fir das HB manifestieren konnten.
Da unsere funktionellen Analysen auf einen signifikanten Einfluss von SP8 auf die Zellmotilitat,
Selbsterneuerung, Migration und Invasion mittels FGF8 hinwiesen, war es weiterhin nicht
Uberraschend, dass langzeitinduzierte, = SP8-lberexprimierende  Hep3B-Pool-Zellen
mesenchymale Charakteristika erwarben und ein EMT-&hnliches Genexpressionsprofil
aufwiesen. Es ist gemeinhin bekannt, dass die EMT-Aktivierung eine Reihe an
Transkriptionsfaktoren wie ZEB1 und TWIST1 zusammen mit anderen Initiatoren wie FGFs
bendtigt, um das Zelladhasionsmolekil CDH1 zu reprimieren und intermediare Filamente wie
VIM hochzuregulieren.®® Demgemaf konnte in den Hep3B-Pool-Zellen eine stérkere Expression
von ZEB1, TWIST1 und VIM detektiert werden, wahrend CDH1 eine Herunterregulation zeigte.
Zudem konnte auch in anderen EMT-assoziierten Genen wie SPARC, SPP1, DLK1, SEMA5A,
und CAV2'46-147.19 gine signifikante Modulation identifiziert werden. Diese Resultate zusammen
mit den Daten aus einer vorangegangenen Studie, die die FGF8-induzierte Akquisition der EMT
in Kolonkrebs beschreibt,'®® weisen eindeutig darauf hin, dass die SP8-FGF8-Achse die
Metastasierungskaskade durch EMT-Aktivierung befeuert.

Die starken anti-tumorgenen Effeke des pan SP-Transkriptionsfaktor-Inhibitors Mithramycin A
(MMA) stellten einen weiteren interessanten Befund unserer Studie dar.' MMA wurde bereits
als wirkungsvolles Medikament in praklinischen Studien des Prostata-,?® Brust-2' und
Kolonkrebs2%? untersucht, in welchen Konzentrationen im Nanomolarbereich ahnlich zu unseren
Konzentrationen ausreichten, um eine deutliche Wirkung zu erzielen. Zudem konnte eine starke
Effizienz von MMA in der Inhibition der EMT nachgewiesen werden.2%> Obwohl mit MMA kein
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spezifischer SP8-Inhibitor genutzt wurde und somit der dramatische Rickgang in der
Selbsterneuerungskapazitit der Hepatomzellen nicht alleine auf die SP8-Inhibition projiziert
werden kann, unterstitzen unsere Daten deutlich seine Nuitzlichkeit in der Behandlung
metastasierter Lebertumorentitaten. Allerdings wurde die umfassende Wirksamkeit von MMA
mit seinen breiten, unspezifischen Downstream-Effekten bisher immer durch eine starke
Toxizitat in klinischen Studien begleitet.2** Die Entwicklung zielgerichteter Analogons wie MTM-
SDK und MTM-SK mit verbessertem pharmakologischen und toxikologischen Profil?%, sowie die
Testung von Kombinationstherapieansatzen mit dem derzeitigen Standardbehandlungsregime
wie dem Doxorubicin im HB?! stellen daher vielversprechende Ansétze fir die Zukunft dar.
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass erhdhte Expressionswerte von SP8 eine verstérkte
Zellmotilitéat, Invasivitdt und Selbsterneuerungskapazitat durch die Aktivierung von FGF8
vermitteln, was eine bedeutende Rolle der SP8-FGF8-Achse in der Progression und
Metastasierung maligner, padiatrischer Lebertumoren impliziert.

5.4 MicroRNAs als prognostische Biomarker

Aufgrund ihrer bedeutenden Rolle in der posttranskriptionellen Kontrolle sind miRs in die
Entwicklung und Progression vieler Krebsarten eingebunden.2%6-207 Auch in der Initiation,
Progression und Metastasierung des HBs wurde den miRs bereits friih ein entscheidender
Beitrag eingeraumt.2%821° Unsere Multiomics-Studie, die eine Uberexpression vier vernetzter
let7-Targets in den aggressiveren G2-HBs postulierte, wies erneut auf miRs als wichtige
Kontrollpunkte hin und zeigte nochmals, dass sie durch die Regulation zahlreicher Targets und
damit auch einer Vielzahl unterschiedlicher molekularer Mechanismen als prognostische
Biomarker interessant sind.

Im Jahr 2010 beschrieb Cairo et al. die vier-miR-Signatur, die neben dem let7-Familienmitglied
let7a aus den miRs miR-373, miR-371 und miR-100 bestand, und flir die Prognose des
Gesamtiiberlebens von HB-Patienten gute pradiktive Genauigkeit lieferte.>?

Um die Verlasslichkeit der vier-miR-Signatur in einer unabhangigen Kohorte von HB-Patienten
zu verifizieren, bestimmten wir zun&chst die Expressionswerte der vier miRs und teilten dann
die Patienten in die prognostischen Subgruppen Cm1 und Cm2 entsprechend Cairo et al. ein.*?
Die Patientenstratifizierung anhand der Expressionswerte von let7a, miR-373, miR-371 und
miR-100 zeigte jedoch keine Vorhersagekraft fir das Gesamtiberleben und schlug daher fehl,
die Ergebnisse von Cairo et al. zu reproduzieren. Eine mégliche Erklarung dieser Unstimmigkeit
kénnten die Expressionswerte der einzelnen miRs liefern, die nur fiir miR-371 und miR-373 eine
signifikante Hochregulation in den Tumoren im Vergleich zu NL zeigten, wéhrend let7a und miR-
100 in den Tumoren a&hnliche Werte wie in den NL-Proben aufwiesen. In diesem
Zusammenhang ist es daher besonders erwdhnenswert, dass sowohl miR-371 und miR-373 als
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auch let7a und miR-100 in aneinandergereinten Clustern auf Chromosom 19q13.4%'"
beziehungsweise 11g24.1%'2 |okalisiert sind und daher generell koexprimiert werden.
Ubereinstimmend damit fanden wir eine signifikante Korrelation der jeweiligen zwei miRs in den
zwei Clustern, die besonders fir miR-371 und miR-373 sehr ausgepragt war. Insgesamt liel3
sich jedoch aussagen, dass die Vorhersagekraft der vier-miR-Signatur hdchstwahrscheinlich
durch die Uneindeutigkeit von let7a und miR-100 nicht positiv validiert werden konnte und daher
fir zuklnftige Anwendungen in der Patientenstratifizierung nochmals deutlich verbessert
werden muss.

MiR-483, welche durch das MIR483-Gen auf Chromosom 11p15.5 codiert wird und im zweiten
Intron von IGF2 lokalisiert ist, wurde bereits im Zusammenhang mit zahlreichen Pathologien
dokumentiert.'%-1%° Die transkriptionelle Koregulation mit /GF2 und die Initiation durch B-Catenin
stellen zwei potentielle Mechanismen dar, die die Uberexpression von miR-483 in vielen
Krebsarten erklart."!° Interessanterweise sind es genau die IGF2-Uberexpression und die -
Catenin-Akkumulation als Folge der Wnt-Signalwegsaktivierung, die die Schlisselfaktoren der
HB-Entwicklung und Progression darstellen.?5 3! 4142 Durch diese Verstrickungen und durch die
positive Assoziation mit den G2-HBs schien miR-483 als potentieller Biomarker der ideale
Kandidat. Da miR-483 im HB bisher nicht naher untersucht wurde, wurden sowohl das
dominantere 5‘- als auch das 3‘-Produki, welches nur manchmal funktionell aktiv ist,
detektiert.2”® In Ubereinstimmung damit fanden wir in unserer Studienpopulation deutlich
erhdhte Werte der 5’-Form von miR-483 im Tumorgewebe verglichen zu NL. Auch lief3 sich eine
Korrelation mit fortgeschrittenem Tumorstadium nach PRETEXT nachweisen, welches einen
bekannten Risikofaktor des HBs reprasentiert und fir PRETEXT IV deutlich erhéhte Werte
aufwies.®® Eine Vielzahl an Studien konnte bereits eine Assoziation der miR-483-
Uberexpression mit aggressiven Tumorcharakteristika und schlechtem Patienteniiberleben in
Lebertumoren herstellen und bekréaftigten damit unsere Resultate.!%: 109 112.214-215 | adiglich eine
Verbffentlichung zeigte in den letzten Jahren mit der Abschwéachung des Risikos einer
Tumorrekurrenz Gegenteiliges auf.2'®

Verglichen zur initialen Gruppenzuordnung in Cm1 und Cm2 entsprechend der vier-miR-
Signatur konnte durch die Integration beider Transkriptvarianten von miR-483 eine deutliche
Anderung in der Gruppenallokation erzielt werden, was die Risikostratifizierung beziiglich des
Gesamtlberlebens signifikant verbesserte. Da die Mitglieder der vier-miR-Signatur alle durch
das MYC-Onkogen moduliert werden,?'” welches zwar entscheidend die Biologie der unreifen
als Cm2 klassifizierten HBs pragt,> kann wohl durch die sehr &hnlichen transkriptionellen
Regulationsmechanismen die molekulare Heterogenitat der HBs nicht ausreichend abgebildet
werden. Das Hinzufligen von miR-483 schafft dem Abhilfe, indem es eine neue Ebene der
Dysregulation im HB erfasst.
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Zusammenfassend konnten wir durch unsere Daten zeigen, dass die Inklusion von miR-483 in
die vier-miR-Signatur die Diskriminierung der Patienten mit guter beziehungsweise schlechter
Uberlebensprognose deutlich verbessert.

5.5 Klinische Implikationen und Ausblick

Eine deutliche Korrelation von klinischen Parametern mit der Proliferation beziehungsweise dem
Grad der Differenzierung, wie wir sie hier fir das HB beobachteten, ist haufig in soliden Tumoren
auszumachen. Die Deregulation verschiedener Signalwege beeintrachtigt dabei die Fahigkeit
mutierter Leberstammzellen sich zu differenzieren, was abhangend von der onkogenen
Aktivierung in der Progression mehr oder minder aggressiver Neoplasien miindet.

Unsere Studienergebnisse zeigten, dass die klinische Korrelation Uberwiegend auf
Unterschiede in der Tumorinvasivitat, dem Tumorstadium und dem Gesamtlberleben basiert.
Bedeutungsvollerweise konnte bereits durch den epigenetischen FuBabdruck eine
Diskriminierung aggressiver Tumore mit schlechterer Prognose und ungunstigen klinischen
Eigenschaften erzielt werden, die sich auch auf Transkriptomebene deutlich widerspiegelte und
mit TRIM71 einen Kandidaten offenlegte, der beide Ebenen sehr gut reprasentierte. Wahrend
durch die Heterogenitdt im HB die Nutzung von Standarddiagnostikverfahren wie die
histopathologische Analyse in der Risikostratifizierung eher wenig geeignet ist, wirde die
Messung der DNA-Methylierung weniger CpGs durch Pyrosequenzierung und die Ermittlung der
Expressionswerte durch quantitative PCR des TRIM71-Gens eine kostengiinstige und schnelle
Methodik liefern, den Tumorzellstatus zu charakterisieren. Erste Pyrosequenzierresultate an 32
Patienten zeigten groBe Ubereinstimmung mit der Chip-basierten Erfassung der Methylierung
und rekapitulierten die Gruppeneinteilung innerhalb weniger Stunden Arbeit. Da die Detektion
der Methylierung als dufBerst stabile Modifikation hervorragend als Biomarker geeignet ist, ware
eine zuverldssige Abschatzung des Diskriminierungspotentials von TRIM71 durch
weiterfiihrende Studien an einer Vielzahl an HB-Proben als sehr sinnvoll zu erachten. Da die
Erfassung der Hypomethylierung jedoch eine Leberbiopsie nétig macht, die vor der eigentlichen
Tumorresektion in nur sehr seltenen Féllen vorliegt, wirde andererseits die Bestimmung der
Hypermethylierung, wie sie in G2-HBs in vielen Tumorsuppressorgenen zu finden war, aus
Serum-DNA und damit durch ein nicht-invasives Verfahren eine noch frihere Erkennung von
Hochrisiko-Patienten erlauben. Das Tumorsuppressorgen TSYPLS5 eréffnet hierflr durch seine
klare Korrelation zwischen CpG-Insel-Methylierung und transkriptioneller Repression und durch
seine Implikationen in der Zelldifferenzierung'®® vielversprechendes Potential.

Wenig Uberraschend war es, dass auch alle anderen Kandidatengene aus dieser Arbeit in
starker Beziehung zur Entwicklung und Differenzierung stehen. So war die TRIM71, LIN28B,
HMGA2 und IGF2BP1/3-Uberexpression mit G2-HBs und damit schlechterer Prognose,
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Metastasierung und multifokalem Wachstum assoziiert. TRIM71 ist fur die richtige Balance
zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung durch die Blockierung von pro-
Differenzierungsgenen in Stammzellen beschrieben'’” und verstarkt durch die Repression von
Zellzyklusregulatoren die Proliferation. 175218 LIN28B reguliert ebenso das Stammzellwachstum
und -metabolismus und ist dafir bekannt, die let7-miR-Reifung zu inhibieren und zusammen mit
HMGAZ2 das Selbsterneuerungspotential von Stammzellen zu steuern.?'® IGF2BP1 ist nicht nur
ubiquitar wahrend der embryonalen Entwicklung exprimiert,?2?® sondern reguliert auch eine
Vielzahl an mRNAs, wie MYC, CD44, PTEN oder MAPK4, die wichtige Rollen in der
Zellproliferation, im Gewebewachstum, der Apoptose, der Migration oder der Invasion
Ubernehmen??'. Um all diese Effekte umfassend zu adressieren, kdnnte in HBs mit ahnlichem
Expressionsprofil die  Wiederherstellung der let7-Expressionslevel eine sinnvolle
Behandlungsstrategie darstellen, die evaluiert werden sollte. Erst kirzlich widmete sich eine
Studie dem Screening von LIN28-Inhibitoren, die die LIN28-vermittelte Oligouridylation von let7
verhindern und damit die Reifung zur funktionellen miR zulassen.?? In vitro- und in vivo-Tests
zur Wirksamkeit dieser neuen Inhibitoren im Kontext des HBs kénnten wichtige neue
Therapieoptionen eréffnen.

Auch miR-483 ist in zahlreiche Zelldifferenzierungsvorgadnge eingebunden, indem es als B-
Catenin-Effektor tiber inre Targets TP53 und PUMA die Apoptose beeinflusst,''® oder Uber den
Abbau von DPC4/SMAD4 Zellzyklusregulatoren reprimiert.?23 Durch ihre Integration konnten wir
das Risikostratifizierungspotential der bisherigen vier-miR-Signatur deutlich optimieren und
zeigen, dass miRs vielversprechende Biomarker fiir die klinische Anwendung bei HB-Patienten
darstellen. Fir miRs ist es gemeinhin bekannt, dass sie durch Exosom-abhangige oder
unabhangige Mechanismen aus vielen Zelltypen sekretiert werden und aufgrund ihrer Stabilitat
in Biopsiegewebe aber auch in Kérperflissigkeiten wie Blut, Speichel oder Tranen detektierbar
sind.??* Fur HB-Patienten ware es im nachsten Schritt daher sinnvoll, inre Nachweisbarkeit zum
Beispiel in Plasmaproben zu testen und ihre Vorhersagegenauigkeit mit Gewebeproben zu
vergleichen. AuBerst vielversprechend ist es, dass fiir das adulte HCC miR-483-5p bereits als
allgemeiner Marker im Blutplasma evaluiert werden konnte.??

Weiterhin waren Hochrisiko-HBs durch eine signifikante Expression von SP8 und FGF8
gekennzeichnet, die neben der Metastasierung auch fiir eine schlechte Uberlebensprognose
indikativ war. Wéhrend beide Faktoren wichtige Weichen in der neuronalen Entwicklung
stellen,' ist FGF8 auch in die Leberentwicklung eingebunden®?® und konnte bereits mit der
Anreicherung von unipotenten Hepatoblastzellen assoziiert werden??’. Die Vermittlung invasiver
Charakteristika macht sie besonders als Biomarker des metastasierten HBs interessant. In
diesem Zusammenhang ist es &auBerst erwahnenswert, dass ein Patient mit nicht-
metastasiertem HB, allerdings hohen SP8- und FGF8-Expressionswerten bei der initialen
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Diagnose, 8 Monate nach Tumorresektion mit der Detektion von Lungenmetastasen konfrontiert
war. Kénnte sich dieses Ergebnis in einem gréBeren Patientenkollektiv bestatigen, wiirden sie
einen wertvollen Beitrag in der friheren Detektion von Metastasen leisten. Als prognostische
Biomarker kbénnten sie zudem auf Patienten hinweisen, die von einer aggressiveren Zusatz-
Therapie mit SP-inhibierenden Medikamenten profitieren wirden. Da die Behandlung der
Metastasierung auch in anderen Lebertumoren weiterhin eine groBe Herausforderung darstellt,
ware es zudem interessant zu erfahren, ob es sich bei der Aktivierung der SP8-FGF8-Achse um

ein generelles Phdnomen in der Progression von Leberkrebs handelt.

Insgesamt erlaubte der Einsatz zweier Omics-Technologien durch eine vielschichtige Abbildung
der molekularen Vorgange die Identifikation progressionsrelevanter Gene im HB, die groBes
Potential besitzen, als neue Biomarker das klinische Patientenmanagement zu optimieren und
in der Entwicklung neuer, zielgerichteter Therapieansatze zu assistieren.
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Abbildung 29: Boxplot-Darstellung der gemittelten B-Werte von (A) N Shore klassifizierten CpGs, (B) N Shelf
klassifizierten CpGs, (C) S Shore klassifizierten CpGs und (D) S Shelf klassifizierten CpGs kategorisiert nach den
epigenetischen Clustern NL, G1 und G2. NL: schwarze Punkte, HB: rote Punkte, HCC: griine Punkte, fIHCC: blaue
Punkte, MRT: graue Punkte.
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Tabelle 9: Promotormethylierung von Tumorsuppressorgenen in G2

0.66

0.65

Mittelwert der B-Werte

0.64

S Shelf

% % % %k
% %k %k %k

==

NL G1 G2

Fold Change
CpG Gen Mittelwert Mittelwert Mittelwert AG2zuG1 Anderung in Fold Change Flal)é?hcraal?g: en-
NL G1 G2 % Methylation Y expression
[log2] 0g2
©g01951274 0,6010128 0,6572022 0,70722574 0,15002353 26,924433 ,2692443; 0,34396982 -3,719570;
€926112797 MIR142 0,7506614 0,67606033 0,82428002 0,1482196 ,9240329 ,2192403: 0,28598253 -3,719570:
©g105307 0,6734606: 0,61868886 0,7656832 0,1469943. ,7590093 ,2375900! 0,30753355 -3,719570
©g00176888 0,5852920 0,51523345 0,63547775 0,120244: ,3378283 ,233378. 0,30261535 -3,719570
cg15681358 MARVELD1 0,2974840 0,14613293 0,33445925 0,1883263 28,873305 ,2887330! 1,1945492 -2,23008967 |
| _c906632214 0,39341898 0,33603992 0,70682278 0,3707828 10,33893 ,103389: 1,07271591 -1,82780
©g10552523 0,37979158 0,36378543 0,66424775 0,3004623: 82,593282: ,825932 0,868633 -1,82780
cg14967066 IFITM1 0,2619189 0,27557731 0,56521317 0,2896358 05,10149 ,051014 1,036337¢ -1,82780
©g21625464 0,1077894! 0,16236125 0,44384347 0,2814822 73, 5 ,7336785 1,4508435! -1,82780
©g20566 0,4274028 0,45980689 0,72562892 0,2658220: 7,811667. 5781166 0,6582038 -1,82780
cg11694510 0,47420178 0,487661 0,67129818 0,1836371 7,656729 1,3765673 0,46107514 -1,82780
©g04911005 0,22287197 0,20639005 0,53403933 0,32764929 58,75246 5875246 37157259 -1,77380
©g07654934 0,190737. 0,1778696 0,48621722 0,30834762 73,355 733559 ,45078102 -1,773807'
©g25727025 0,218809: 0,21101127 0,50303069 0,29201942 38,39044 ,3839044 ,25332639 -1,773807'
©g12896421 0,158013 0,164 5 0,4343233 0,26967677 63,79132 ,6379132 ,39939714 -1,77380
©g22210627 LXN 0,277568: 0,29883172 0,5596516! 0,26081996 7,279879 ,872798 ,90519591 -1,773807
©g27533704 0,216684 0,18518855 0,4402590! 0,2550705 37,73556 ,3773556! 1,24935777 -1,773807'
©g08538682 0,1264439 0,12801163 0,3493147 0,2213031 72,87737 ,7287737 1,44825279 -1,77380
©g17977250 0,340432 0,35783549 0,562799: 0,2049638 7,278780: ,572787 0,65332404 -1,773807
€908263647 0,39846944 0,42915799 0,59775182 0,16859384 ,284794 ,392847' 0,47803777 -1,773807'
cg17481912 0,4164429: 0,40575437 0,57313102 0,167376 41,250734 ,41250734 0,49825837 -1,7738
©g10253847 0,1420100! 0,22519261 0,48205074 0,256858 4,061524 ,14061524 1,09802551 -1,721314
©g01031101 0,2991969 0,36384784 0,616678! 0,252831 69,488145! 69488146 0,76118437 -1,721314
©g18694169 0,28637624 0,32641063 0,57149647 0,24508584 75,085126! 75085126 0,80805653 -1,7: 4
€909523275 NKAPL 0,22494546 0,28814 0,529328 0,241180: ,700 ,837000 0,87735215 -1,7: 4
©g18675097 0,32984734 0,41644014 0,652434: 0,235994 ,6694 566694 0,64772354 -1,7: 4
©g17384889 0,296990. 0,347971 0,57483224 0,2268604 ,1950834 ,651950: 0,72417075 -1,7 4
©g00765128 0,326581 0,332674 0,51861234 0,1859381 5,891 ,55891984 0,64054674 -1,7: 4
©g21251018 0,388782 0,399358 0,54935764 0,1499994 7,560139 1,3756014 0,46006249 -1,7: 4
©g10055566 0,287548 0,3413384 0,4729657 0,1316273: 8,562116 38562117 0,47053288 -1,7 4
cg13454226 0,32139801 0,1768110: 0,4935044! 0,3166934: 79,11406 ,79114067 1,48085484 -1,6¢ 84
©g23680451 0,52584497 0,3184624 0,59591855 0,27745614 7,1236728 ,87123673 0,90399208 -1,6691184
©g06048750 KLF6 0,4984327. 0,3468237 0,5790349 0,2322 1 536 0,7394478 -1, 84
©g24003508 0,1348029 0,1496661 0,3494327: 0,1997 3,474807 ,33474807 1,22326688 -1, 84
©g25749254 0,5190134: 0,3487285: 0,520795! 0,1720674 49,3413667 ,49341367 0,57861384 -1, 84
©g11847468 0,2636439: 0,1099007 0,25991 0,1500124 6,498082 ,36498082 1,24182848 -1, 84
| cg24287110 0,09617444 0,13366552 0,249 0,1161644 86,9068426 ,86906843 0,90231939 -1, 84
©g09314421 0,516767 0,38781357 0,53378564 0,14597207 37,6397545 1,37639 0,46089722 -1, 58
©g14386061 DOK2 0,69697209 0,62419532 0,746863 0,12266787 19,6521605 ,19652 0,25884645 -1,3376358!
cg21031128 0,65810722 0,5499877 0, 68 0,109981 19,9970164 1,199970 0,26299854 -1,33763586 |
©g13292636 0,56774978 0,46449: 0,57080592 0,106311 22,88747. 1,228874 0,2973378 -1,3376358
©g23497020 LIMA1 0,54758998 0,30107¢ 0,61629596 0,315220 104,69794 2,0469794 1,0334965! -1,
| cg12892471 0,56659477 0,450784 0,70746729 0,256683 56,9414307 ,569414: 0,65022626 -1, 7!
©g06817772 0,65935¢ 0,57489911 0,7127757 0,1378766 23,9827487 ,2398274 0,31013939 -1,
©g19919590 0,4897883 0,373 0,5889323 0,2151388: 57,5555162 575555 0,65586027 -1,17260!
©g24459792 LAPTM5 0,5734865 0,4770304 0,681936: 0,2049064 42,954579 1,429545! 0,51555684 -1,1726058¢
©g12732155 0,4244760 0,35206697 0,5346997' 0,18263282 874454 51874454 0,60287922 -1,17260533 |
©g19510565 0,6748856 0,57540782 0,75734544 0,1819376: ,618901 ,3161890 0,39636668 -1,1726053.
cg17418085 0,5763889 0,5029609 0,667469 0,1645086! 32,708044 ,32708044 0,40825582 -1,17260533 |
©g06085204 0,2843000 0,2709559 0,53737642 0,266420 18,3261 983261 ,98787484 -1,1351927.
cg17753212 0,1597632 0,1816215: 0,4410352 0,2594136 42,831 ,428319 ,27995853 -1,13519273 |
©g20803910 0,16689524 0,2011685 0,45440887 0,253240 25,88462 ,2588462 ,17558605 -1,1351927.
©g1301390 XAF1 0,1388237 0,1762270: 0,41918145 0,2429544. 37,864458 ,37864458 ,25013972 -1,1351927.
€90551320: 0,2373702 0,2318095! 0,4719273 0,2401177 03,584029 ,03584029 ,02562438 -1,1351927:
©g2650285: 0,3005174 0,2600992 0,48656322 0,2264639 7,068272: 87068272 0,90356489 -1,1351927.
©g09251764 0,2079890: 0,2421792 0,4111461 0, 68: 9,76931 6976931 0,76357576 -1,1351927.
©g27146152 0,1063034¢ 0,123575 0,29234 0,1687745 6,567664: ,3657664 1,24230765 -1,13519273 |
€920595457 0,4665917! 0,50510761 0,735734 0,23062728 45,659039 ,4565! 0,54259523 -1,00654515
©g07380021 RASSF5 0, 022 0,42496982 0,605: 0,18026578 42,418490 424184 0,51013647 -1,00654515
©g15585555 0,63273774 0,55740979 0,7119830! 0,15457327 27,7306 ,27730634 0,35310457 -1,00654515
©g19638572 0,5486266! 0,47674701 0,5885995: 0,1118525 23,4616 ,23461612 0,30406253 -1,00654515
©g00032205 TSPYLS 0,2536482 0,27974833 0,62879452 0,3490461 124, 2,2477 1,16845912 -2,27114715
€922319311 0,2668936: 0,3492569 0,6326205 0,283363 81,13328. 1,81133284 0,85705167 -2,27114715
©g18233405 0,0437562 0,21602088 0,49893186 0,2829109: 130,96464: 2,3096464: 1,20767202 -2,27114715
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904917181 0,09475815 0,34489966 0,585621 0,24072169 69,7947003 1,697947 0,7637914: -2,27114715

cg00186701 0,56502515 0,46096327 0,6991334 0,23817016 51,6679243 1,51667924 0,6009160 -2,27114715

©g08858210 0,34429107 0,33195747 0,5415074 0,20954998 63,1255517 1,63125552 0,7059827¢ -2,27114715

900249621 0,3994899: 0,37577807 0,5422177 0,1664397 44,2920198 ,4429202 0,5289915 -2,27114715

911498607 0,5039759 0,3572058 0,6549456! 0,29773985 ,3524682 ,83352468 0,87461969 -0,9533722

904228935 0,2657099 0,22803322 0,51682765 0,28879443 26,645772 ,26645772 1,18043925 -0,9533722

915242225 0,5545957! 0,37979282 0,648281 0,26848908 70,6935651 ,70693565 0,77140867 -0,9533722

913030790 RUNX1 0,5762360 0,4598: 0,70456702 0,24473065 53,2212485 ,53221249 0,61561638 -0,9533722

cg198361 0,64562574 0,51073057 0,7362434 0,2255128: 44,1549494 ,44154949 0,52762037 -0,9533722

©g0500074 0,4461664 0,33449399 0,539499 0,2050051 ,2881552 ,61288155 0,6896404¢ -0,9533722

90491556 0,6994397: 0,58928807 0,79425886 0,2049707 4,7827824 ,34782782 0,4306362 -0,9533722

908443845 0,6768940: 0,57448562 0,77632557 0,20183995 5,1340307 ,35134031 0,4343910: -0,9533722

901519261 0,6420943 0,57433642 0,72992928 0,15559286 7,0908922 ,27090892 0,3458606! -0,9533722

©g21908110 0,29226804 0,26284402 0,56788571 0,30504169 16,054264 ,16054264 1,111393 -1,10651016

904540383 0,21790491 0,24292858 0,482572 0,2396437: 98,647809 1,986478 0,99021289 -1,106510

904743654 0,1828 0,31227994 0,525376 0,2130969 68,239078 ,6823907 0,75051286 -1,106510

cg06172942 0,4159055¢ 0,37524978 0,5863 0,2110625: 56,245890f ,56245 0,64381825 -1,106510

©g24859722 0,3726970 0,4085290: 0,6163814 0,2078524 50,878247 ,5087824 0,59338482 -1,106510

©g2548614: 0,2673327: 0,30947963 0,51462854 0,2051489 66,288339' 1,6628834 0,73368701 -1,106510

cg0077712 0,2230436 0,25279274 0,4526507 0,1998579! 79,060020° 1,79060021 0,84044326 -1,106510

91387283 RASSF1 0,1541049! 0,28524605 0,478870: 0,19362488 ,8799501 1,6787995 0,74742994 -1,106510

©g2574719; 0,2518233 0,29304295 0,483630 0,19058756 5,0374159 ,6503741 0,72279314 -1,106510

90804745 0,3058326 0,3032907 0,487452; 0,18416167 0,7211718 ,6072117: 0,6845599! -1,106510

cg03297783 0,2259519 0,20178154 0,376140 0,17435864 86,4096082 ,8640960: 0,8984762 -1,106510

912966367 0,144469 0,20945985 0,380511 0,1710514¢ 1,663126 ,8166312 0,8612656 -1,106510

921372200 0,4417887 0,36783071 0,520859: 0,1530291 41,6031494 4160314 0,50185335 -1,106510

927569446 0,1784163! 0,3094265 0,453165: 0,1437387: 46,453267 ,4645326' 0,55044038 -1,106510

| 906980053 0,4162943 0,35777663 0,4947622 0,1369855 ,2880124 ,38288012 0,4676761 -1,106510

cg21554552 0,13249562 0,26691886 0,40265558 0,1357367. ,8531763 50853176 ,59314507 -1,1065

©g23882545 0,3891368: 0,1768018: 0,51275767 0,3359557¢ ,018227 ,90018227 ,53614357 0,040

925748441 0,4120150: 0,2172526: 0,529459! 0,3122069f 43,706875 ,43706875 ,28514695 0,0407/

€920418725 0,409323 0,2060 0,50738124 0,30136914 46,28710: ,4628710! ,3003411 0,0407

©g27410837 CASP8 0,29847 0,16558: 0,436754: 0,27116607 ,759184 ,63759184 ,3992213; 0,0407¢

©g14962032 0,278935: 0,13054125 0,385784 0,2552435: 527/ ,955270 ,5632904: 0,0407,

€926842802 0,6085322; 0,49826958 0,74402228 0,2457527 49,321234 ,49321234 ,57841934 0,0407/

©g23061725 0,7138605¢ 0,67246185 0,80728323 0,1348213 20,048927 ,20048927 0,26362251 0,0407¢

900978584 0,0935740 0,06902666 0,17405238 0,105025 52,15239 ,52152391 1,33429591 0,0407¢

Tabelle 10: Differentiell methylierte Regionen zwischen G2 und G1

Chromosom Start Ende Wert Fléche P-Wert fwer P'x‘ll.:;‘zer “gle:a.';ﬂ:r Lange (bp) assgez:‘i:ne

chr20 50720331 50721313 0,24600295 1,23001477 0,00179504 0,01 0,0044876 0,02 982 ZFP64, SALL4
RGS14, PFN3,

chr5 176830667 176831638 0,24945706 1,24728532 0,00171345 0,009 0,0044876 0,02 971 LMAN2
HNF4a,

chr20 42983920 4298487 -0,28328009 ,3993610: 0 8,16E-05 0,001 58 R3HDML

chrii 130029515 13003045 0,26173776 ,8321643 0,00048956 0,00: 0,0015502 0,007 44

chr19 7516282 751722 0,2887357 ,0211499 8,16E-05 0,00 0,0012238 0,006 39 BST2

chr3 911316 591225! 0,25550207 ,7885144¢ 0,00073433 0,00: 0,0016318! 0,007 7 DGKG

chr’ 04328377 0432930 0,25731644 ,3158479. 0,00065274 0,00: 0,00089752 0,004 0

chri2 1513752 1513844 0,25507984 ,5304790 0,00089752 0,00: 0,00261097 0,01 7 TBX3

chrd4 337129 337220 0,27755543 ,22044343 8,16E-05 0,00 0,0009791 0,004 5 RGS12

chr’ 172113501 17211441 0,2375679 ,42540742 0,00203982 0,01 0,0030189: 0,0 DNM30OS

chr7 1002307 10023167: 0,25138622 ,00554489 0,00195822 0,00 0,0068537 0,0: PCOLCE

chr17 79258813 0,25118498 1,5071099 0,0009791 0,004 0,0026109 0,0

chr3 170137321 17013820 0,2361046 1,18052298 0,0030189: 0,014 0,00465078 0,0: 34 SKIL, CLDN11

chr20 22549253 22550129 0,29109745 1,16438979 0,0002447 0,00 0,00481397 0,022 6 FOXA2
ANKMY1,

chr2 241458974 241459847 0,23499296 1,1749647¢ 0,00318211 0,014 0,00465078 0,021 73 DUSP28

chrii 313478 314341 0,30670813 1,8402487¢ 0 0 0,00155026 0,007 63

chr19 50037018 50037880 0,27438187 1,646291 0,00032637 0,001 0,0021214 0,00 62 RPL13A

chr4 779480 7803 0,27521147 ,3760573 0,00040796 0,001 0,0032637 0,01 56 CPLX1

chr’ 214152805 21415364 0,24820165 ,9856132 0,00081593 0,004 0,0012238 0,00¢ 40 PROX1

chri0 77167715 771685! 0,33780183 ,35120734 0 0 0,0032637 0,01 38 ZNF503
ABCG5,

chr2 44065056 44065893 -0,24285371 3,39995192 0 0 8,16E-05 0,001 837 ABCG8
PROCA1,

chr17 27038686 270395: 0,29615512 ,36924097 0 0 0,0008975: 0,004 37 FOXN1

chr 12818048: 1281813 0,27491126 ,6494675I 0,00032637 0,001 0,0021214 0,00 37 WS1, PROC

chri7 40274524 402753 -0,29319592 ,9319592 0 0 0,0004895¢ 0,00: 35 DHX58, KAT2a

chrt 22960257 229610 0,288 ,1752489 8,16E-05 0,00 0,0001631 0,00: 3 TNFRSF10C

chrd4 4863282 4864110 0,24468 ,2234482 0,00179504 0,0 0,004487¢ 0,0: 82 SX1

chr2 227655596 227656417 0,30227166 ,8136299 8,16E-05 0,00 0,0016318! 0,00 82 RS1

chr15 41793472 41794293 0,2611927 ,04477079 0,0011423 0,004 0,0066090 0,031 82 TPKA
PTPRU,

chr 586299 587117 0,26169069 2,09352555 0,0004895! 0,00: 0,001142: 0,00! SRSF4

chr17 717733 718549 0,27455184 0,82365553 0,0007343: 0,00: 0,012238! 0,05¢ SRCIN{

chri4 121516 122327 0,25757032 1,28785162 0,001142 0,00:! 0,00399804 0,01 SIX1,4,6

chr 116710530 1167113 0,31784336 1,5892168 0 0 0,0023661 0,0 09 MAB21L3

chr3 2226488 2227294 0,23351997 1,16759987 0,0033453 0,016 0,0047323: 0,022 06

chr20 39311637 39312434 0,25552698 1,02210793 0,00155026 0,006 0,006690!1 0,032 97 MAFb

chri2 104697193 1046979 0,27269256 3,54500324 0 0 8,16E-05 0,001 790 EID3

chr7 20816184 20816971 0,29264723 ,75588339 8,16E-05 0,001 0,00163185 0,007 787 SP8

chris 968860 9688680 0,27823521 ,39117603 0,00024478 0,001 0,00326371 0,01 787 NR2F2

chrt 66461884 66462662 0,31734817 ,26939266 0 0 0,00416123 0,01 778 CD180

chri4 380914 38092175 0,26731209 ,87118462 0,00032637 0,002 0,00146867 0,00¢ 775 FOXA1
ZSWIM4,

chr19 13947469 13948243 0,28586827 1,42934134 0,00016319 0,001 0,00293734 0,014 774 MIR24-2

chr2 242749937 242750705 -0,27303238 1,63819426 0,00032637 0,001 0,002203 0,009 768 NEU4

chri3 33923778 33924537 0,26232776 1,04931104 0,0010607 0,004 0,00660901 0,031 759 STARD13-AS
ARHGAP1,

chrii 46740032 46740790 -0,26710013 1,33550064 0,00065274 0,003 0,00367167 0,018 758 ZnF408

chr19 58220080 58220837 0,38614759 4,24762349 0 757 ZNF551

chrt 559039 1559796 0,26941042 1,6164625 0,00032637 0,00 0,00220: 0,00¢ 757 GATA4

chr17 033384 1034137 -0. 98966 0 65 0,00375326 0,01 0,0076697 0,0: 753

chr 145638434 1456391 0, 12819 1,02451278 0,00155026 0,00¢ 0,006690 0,0 747 ADCK5,CPSF1

chr22 965842 665! -0,24455537 0,97822146 0,00261097 0,01 0,0072617! 0,0 743 MIEF1

chrz 131130103 1 08! 0,23463721 1,17 05 0,0032637 0,01 0,0046507: 0,0: 733 IMP4

chr 242742855 242743588 0,22555452 0,90: 09 0,0075065: 0,035 0,00954634 0,04 733 GAL3ST2

chr’ 495577 496304 0,27884348 0 43 0,0004895¢ 0,001 0,01183094 0,053 7

chrii 610296 611016 0,30825644 1,84953862 0 0,00155026 0,007 720

chr 158300733 158301451 -0,260 7 0,78183411 0,00155026 0,004 0,012483 0,058 718 CD1ABCDE

chr17 32611290 2612007 -0,243: 9 0,72995907 0,00571149 0,02: 0,01484987 0,062 717 CCL2

chri2 81102035 1102749 0,28263241 1,41316207 0,00016319 0,00 0,00310052 0,015 714 MYF5,6 LIN7a
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CTBP2,
chr10 126712230 126712941 -0,2574644 0,77239319 0,00203982 0,008 0,01281005 0,059 711 ZRANB1
chr19 1132256 1132966 0,28048429 2,80484292 8,16E-05 0,001 0,00048956 0,003 710 GPX4
chr19 11784246 11784955 0,31225917 3,12259173 0 0 0,00024478 0,002 709 ZNF833P
chr12 30353957 30354663 0,28597832 1,14391328 0,00024478 0,001 0,00505875 0,023 706
chrs 176559563 176560265 0,31366844 1,56834221 0 0 0,00252937 0,011 702 FGFR4, NSD1

ZBED3,
chr 76373022 76373719 0,28358156 ,13432624 0,00024478 0,00 0,00522193 0,0: 97 AGGF1
chr17 4648566 4649262 0,2577385! ,54643153 0,00089752 0,00 0,00261097 0,0 96 ARRB2
chrit 64814948 6481564 0,2545203 ,01808142 0,00155026 0,00 0,006690 0,0: 94 ARL2, SNX15
chr3 53529387 5353007! 0,2838757' ,41937897 0,00016319 0,00 0,0030189: 0,0 88 CACNA1D
chr2 228678005 22867869 -0,2441941 0,7325838 0,00505875 0,02 0,0146050: 0,0¢ 88 CCL20

TOLLIP,
chrit 132650 1327193 -0,2403068 ,44184136 0,00171345 0,0 0,00293734 0,014 85 UC5B
chr7 2716027 27160960 -0,2309915: ,15495792 0,00375326 0,01 0,00489556 0,023 84 HOXA4
chr? 9719300 71931 0,2526655 ,51599338 0,00097911 0,004 0,00261097 0,011 82 EURL3
chr 38644939 8645 0,25484 ,01938399 0,00155026 0,006 0,0066906 0,032 74 TACCH
chrz 119067552 11906822, 0,321108 ,56887065 0 0 0,00073433 0,00: 71 INSIG2
chr12 54070527 54071194 0,3005772 3,30634942 0 0 8,16E-05 0,00 67 HOXC SP1
chr4 10020360 10021025 0,2707555 1,35377788 0,00040796 0,001 0,00326371 0,01 65 WDR1

ACSL5,
chr10 114133235 114133900 -0,31451338 1,25805353 8,16E-05 0,001 0,00440601 0,02 665 TECTB
chr15 52404232 52404887 0,24499077 0,73497231 0,00497715 0,021 0,01460509 0,061 655 GNBS5
chr19 36523405 36524058 0,24814422 0,99257687 0,00244778 0,01 0,00718016 0,033 653 SDHAF

ESRP2,
chr16 68269041 68269694 -0,23667502 0,94670009 0,00432441 0,018 0,00791449 0,036 653 NFATC3
chr3 181428046 181428697 0,28192271 4,22884059 0 0 0 0 651 SOX2

SGK2,
chr20 42187103 42187750 -0,27717351 1,66304107 0,00016319 0,001 0,00203982 0,008 647 L3MBTL1
chri 152086623 152087267 -0,27180331 1,08721324 0,00057115 0,002 0,00611945 0,028 644 TCHH
chrs 59783906 59784544 -0,26222665 0,78667994 0,00138708 0,004 0,01248368 0,058 638 PART1

PLEC,
chrg 145025128 1450257 0,23333908 0,9333563 0,00514034 0,022 0,00815927 0,037 3 PARP10
chri 184944153 1849447 -0,29034557 0,8710367 0,00040796 0,001 0,01060705 0,049 3
chr7 42163 6642794 0,36233189 1,81165947 0 0 0,00163185 0,007 3 DLX5, DLX6
chri1 124413574 12441420 -0,23017517 0,6905255 0,01215731 0,047 0,01819517 0,069 3 OR8B
chrit 5307616 0824 0,27167227 0,8150168 0,00081593 0,003 0,01240209 0,058 29 MALAT1

OIT3,
chr10 74714308 74714935 -0,29093328 1,1637331 0,00024478 0,001 0,00481397 0,022 627 PLAG2G12B
chri 19665131 19665757 -0,26579204 1,59475222 0,00065274 0,002 0,00236619 0,01 626 PQLC2

UFSP1, ACHE,
chr7 100488398 100489022 0,28179887 1,40899434 0,0001631 0,00 0,0031005: 0,015 624 EPHB4
chr10 102589545 102590168 0,25126808 0,75380424 0,0032637 0,01 0,0134627' 0,059 623 PAX2
chr20 61695598 61696220 -0,24679109 0,74037328 0,0045691 0,01 0,0141971 0,06 622 BHLH23
chr7 87848143 87848763 0,2802787 1,96195092 8,16E-05 0,00 0,0012238 0,006 620 SRI
chr17 59534637 59535253 0,29571184 1,77427106 8,16E-05 0,00 0,0016318! 0,007 616 TBX2. TBX4
chr22 19709548 19710163 -0,29646354 1,48231772 8,16E-05 0,00 0,0027741 0,013 15 SEPTS, TBX1
chr’ 154700 155312 -0,3058359 0,91750794 0,0001631 0,00 0,0088936 0,044 1
chr17 719773 720382 0,300704 0,90211292 0,0002447: 0,00 0,00954634 0,047 0 SRCINT1
chr10 422942 423550 0,2805934 0,84178045 0,000407: 0,00 0,0117493 0,0! 0f ZEB
chr? 266727 267334 -0,23815755 2,38157549 0,000734: 0,004 0,0008975: 0,004 0 APOB
chri4 5009101 009707 0,24587749 0,98350995 0,002529: 0,01 0,0071801 0,03 06 ZBTB1

NTRK1,
chri 156877970 156878573 -0,24936137 1,24680687 0,00171345 0,009 0,0044876 0,02 603 INSRR

HOXA10,
chr7 27252541 7253143 0,2494706 0,74841181 0,00391645 0,016 0,01370757 0,05 02 EVX1
chr12 14413090 4413690 0,23757046 ,95028184 0,00424282 0,018 0,0079144 0,036 00
chrg 3803546 036060 0,36677644 ,56743509 0 0 0,0007343 0,00 97 VILL, PLCD1
chr3 158390074 158390671 0,27764564 ,22116515 8,16E-05 0,001 0,0009791 0,004 97 GFM1, LXN
chr17 79958316 958912 -0,26355829 ,05423315 0,00097911 0,003 0,0065274: 0,03 £l NOTUM
chr13 207679 20768561 0,30660155 ,14621087 0 0 0,001142 0,005 GJB:
chr 102803985 10280457 0,34314584 ,0294375 0 0 0,006690 0,032 IL1RL2
chr 95768418 9576900 0,27071598 1,624295¢ 0,00032637 0,001 0,00220 0,009 PCSK1
chrg 185080816 18508140, 0,30492784 1,8295670: 0 0 0,00155026 0,007 7 MAP3K13

CD52, AIM1L
chrt 26686587 26687174 0,30934541 1,54672705 0 0 0,00261097 0,011 587 Lin28A
chrit 70507825 70508410 0,27252221 2,18017766 0,00024478 0,001 0,0010607 0,005 585 SHANK2
chr17 74136395 74136978 0,23924793 0,7177438 0,00758812 0,031 0,01591057 0,065 583 FOXJ1

GNATT,
chré 5027511 50275694 0,25300875 1,5180525 0,00097911 0,004 0,00261097 0,01 582 GNAI2
chré 3858560 38586183 0,2961465 1,48073249 8,16E-05 0,001 0,00277415 0,01 581 TACC1
chr? 2795814 27958722 0,31399875 2,19799127 0 0,00097911 0,004 80 SLC4A1AP
chrz 233792732 23379331 0,23336106 0,93344424 0,00514034 0,022 0,00815927 0,037 79 NGEF
chr 9555113 955569 0,24270395 1,69892766 0,000979 0,005 0,00171345 0,007 78
chri4 95027530 9502810! -0,27311412 1,0924565 0,000571 0,002 0,00603786 0,027 75 SERPINA12

UBXN1,
chrit 62477052 2477624 0,27028307 2,43254767 0,0002447: 0,00 0,000815! 0,00: 72 BSCL2, GNG3
ch 186490344 18649091 0,2672145 1,60328702 0,0004895¢ 0,002 0,002366 0,0 71 G1
chr 67483109 748367 0,2619988 0,7859964 0,0013870: 0,004 0,012483 0,05 69 PIK3R1
chr15 58723657 58724225 -0,29293105 1,46465523 8,16E-05 0,00 0,00285574 0,01 68 LIPC

EPHX1,
chr’ 226012347 226012913 -0,26158934 0,78476802 0,00138708 0,004 0,012483 0,05 66 LEFTY1
chré 98289745 98290310 0,265682 ,32841094 0,00081593 0,003 0,003834 0,01 65 TSPYLS
chré 27449716 27450279 0,322169 ,25518989 0 0 0,000979 0,004 63 CLU, EPHX2
chr10 101841253 101841816 -0,2904394 ,74263686 0,00016319 0,001 0,001631 0,007 63 CPN1

PROC, IWS1,
chr2 128175891 128176454 -0,27932683 1,11730733 0,00024478 0,001 0,00546671 0,024 563 ERCC3

GIMAP2,
chr7 150434077 15043464 0,24470593 0,97882373 0,00252937 0,011 0,007180 0,033 3 GIMAP1
chr12 53358946 53359506 0,29122556 1,16490223 0,00024478 0,00 0,004732 0,022 0 KRT18
chr10 7744631 774519 -0,26090291 0,78270874 0,00146867 0,004 0,012483 0,058 0 ITIH2, ITIHS
chr’ 151811364 15181192 0,2673534 0,8020602 0,0010607 0,00 0,0124020 0,058 59 THEM, RORC
chr16 51187572 51188129 0,29348497 1,17393988 0,00016319 0,00 0,0046507: 0,021 57 SALL1

GDF3,
chri2 7848093 7848647 0,25211144 0,75633433 0,00293734 0,012 0,01329961 0,059 554 NANOG
chrt 248366332 248366883 -0,24549828 0,73649483 0,00497715 0,021 0,01460509 0,061 551 OR2M5
chr15 42749336 42749885 0,23191805 0,69575414 0,01109661 0,042 0,0178688 0,069 549 ZNF106

DTX3, KIF5,
chri2 48592270 48592818 0,2189022 1,094511 0,00571149 0,027 0,00603786 0,027 548 GLI
chr17 77997453 77997997 -0,26641493 1,59848959 0,00065274 0,002 0,00236619 0,01 544
chri 151103642 151104186 0,29523049 1,18092197 0,00016319 0,001 0,00465078 0,021 544 SEMA6C

DGKQ, IDUA,
chr4 987108 987652 -0,26714507 1,06858028 0,00081593 0,003 0,00628264 0,028 544 TMEM175
chr19 50031017 50031560 0,30514872 1,5257436 0 0 0,00261097 0,011 543

TFR2,
chr7 100224015 100224557 0,26537637 1,32688186 0,0008159: 0,00 0,00383486 0,01 4 PCOLCE
chr19 46916520 4691706 0,25711374 1,28556871 0,001142 0,00 0,00399804 0,01 4 HIF3A
chr18 32847251 3284778 0,24692946 1,2346473 0,00179504 0,0 0,0044876 0,0: 3 ZNF397
chr3 133393119 1333936 0,29894897 1,19579589 0,0001631 0,00 0,0045691 0,0: 3 TOPBP1
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ABCC2,
chr1i0 101542449 101542983 -0,32659542 0,97978625 0 0 0,00718016 0,033 534 NANOGP&
RNF223,
chri 1072370 1072902 0,27764427 1,11057707 0,00032637 0,001 0,0056299 0,026 532 HES4
chri2 58007090 58007622 -0,26939291 0,80817872 0,00081593 0,003 0,01240209 0,058 532
chri3 114109420 114109949 -0,22653385 1,13266925 0,00424282 0,019 0,00522193 0,023 529 ADPRHL1
chr2 42328410 42328937 0,25709266 0,77127799 0,00203982 0,008 0,01281005 0,059 527 PKDCC
chr17 80847137 80847662 -0,25593713 1,53562281 0,00089752 0,003 0,00261097 0,011 525 B3GNTL1
chri4 103394899 103395423 0,24787033 0,743611 0,00424282 0,017 0,01387076 0,059 524 AMN
APCS,
chr’ 159750831 159751352 0,29347782 1,1739113 0,000163 0,001 0,0046507: 0,02 521 DUSP23
chr 22223465 22223985 -0,25302943 1,0 77 0,0017134 0,007 0,0067721 0,03 520 PIWIL2
chrii 58207266 58207784 -0,2461107 0,73 11 0,0047: 0,0: 0,0143603 0,0 8 OR5B
chr’ 44031309 44031826 0,24395785 0,73 55 0,0053( 0,02 0,0146866: 0,06 7 PTPRF
chr’ 207262190 207262706 -0,26551157 1,06204627 0,0009791 0,00: 0,0063642: 0,029 6 PFKFb2
KREMEN2,
CLDNS®,
chr16 3068014 3068529 0,30851853 3,08518533 0 0 0,00024478 0,002 515 CLDN9
chr2 164204829 164205343 0,31320669 1,56603346 0 0 0,00252937 0,011 514
HOXAT1,
chr7 27155548 27156062 0,26541515 0,7962454¢ 0,00122389 0,003 0,0124020! 0,058 4 HOXA2
chri6 8806531 8807043 0,26520429 ,1824515 0 0,0001631 0,002 2 ABAT, USP7
chr’ 12227417 12227927 0,27159937 ,0863974¢ 0,00057115 0,00: 0,0061194! 0,028 0 TNFrSF8
chr15 53086726 53087232 0,27858728 ,39293639 0,00024478 0,00 0,0032637 0,01 6 ONECUT1
chr19 46503907 4650441 0,30578913 ,22315651 8,16E-05 0,00 0,004487¢ 0,0: 05 IGFL4
chr 154127537 15412804 0,24438487 ,22192433 0,00179504 0,0 0,004487¢ 0,0: 04 TPM3
chri0 105420501 10542100 0,22108656 ,88434624 0,00921997 0,044 0,010035¢ 0,04 04
chri5 09300 5309350! 0,30015184 0,90045553 0,00024478 0,001 0,00954634 0,04 02 ONECUT1
HPS6, LDB1,
chr1i0 103880979 103881480 0,2608066 1,30403302 0,00089752 0,003 0,00391645 0,018 501 PITX3
chri2 115103960 115104460 0,24349263 0,97397053 0,00293734 0,012 0,00742493 0,034 500 TBX3
SHANKS,
chr22 51111217 51111714 0,25789547 0,51579093 0,00489556 0,02 0,0319843 0,10: 497 MAPK8IP2
chr21 5421472 421955 0,236687 1,1834358 0,00285574 0,01 0,0045691 0,0: 483 RUNX1
chri8 70 24 0,28178! 1,97249567 8,16E-05 0,00 0,0012238! 0,00¢ 454
chi 110228216 11C 5 0,3142792: 0,94283767 8,16E-05 0,00 0,0079960 0,0: 439 LF4
chr 43135854 43136287 -0,23. 0,93130604 0,00530352 0,02 0,0082408t 0,0 433 RIPK4
chr’ 77157760 77158180 -0,29867. 0,8960209 0,00024478 0,00 0,0097095: 0,04 420 FATC1
chr 47575134 47575547 -0,29532163 1,47660814 8,16E-05 0,00 0,0027741 0,013 413 COL6A2
chi 138669066 138669: -0,25092249 0,50184498 0,00775131 0,03! 0,033534¢ 0,106 6 KCNT1
chrg 95947146 95947396 0,27370542 0,54741083 0,00171345 0,00¢ 0,0300261 0,097 250 WNK2
Tabelle 11: Assoziation klinischer Parameter mit G1- und G2-HCCs
Parameter P-Wert
Wnt-Signalweg (MUT) 0,1667
Event 0,4286
Subtyp (fibrolamellares HCC) 0,4643
Extrahepatisches Wachstum 0,4643
16-Gen-Signatur (C2) 0,5000
Metastasierung 0,5000
Multifokalitat 1,0000
Alter (> 8 Jahre) 1,0000
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Abbildung 30: Darstellung der Pyrosequenzierergebnisse pro gemessenes CpG in 5 NL-,14 G1- und 18 G2-Proben.
NL: schwarze Punkte, HB: rote Punkte, HCC: griine Punkte, fIHCC: blaue Punkte, MRT: graue Punkte.
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Abbildung 31: (A) Boxplot-Darstellung der normalisierten counts von miR-483 pro Patientenprobe kategorisiert nach
den epigenetischen Clustern NL (schwarz), G1 (hellblau) und G2 (rot). Schwarze Punkte manifestieren NL-Proben,
rote Punkte manifestieren HB-Proben. (B+C) FGF8- (B) bzw. SP8 (C)-Expression in Hepatomzelllinien. Die mRNA-
Werte sind als relative Expressionswerte dargestellt. Die Analyse wurde mittels RT-Q-PCR durchgefiihrt und mit dem
Housekeeping-Gen TBP normalisiert.

Generierung von pcDNA3-SP8-VSV, pRTR-SP8-VSV und Hep3B-Pool-Zellen

FOr die Erstellung des pcDNA3-SP8-VSV-Vektors wurde zunéchst die SP8 cDNA durch
spezifische Primer, welche eine BamHI bzw. eine EcoRI-Schnittstelle aufwiesen (Primer #1,
Abschnitt 2.9), vom pCMV/Tag2B/FLAG/SP8-Vektor als Template PCR-amplifiziert und durch
die angehangten Schnittstellen in den pcDNA3-VSV-Vektor ligiert (Abb. 22A, oben). Um im
Weiteren den episomalen pRTR-SP8-VSV-Vektor zu generieren, wurde der von Jackstadt et al.

kurzlich publizierte episomale pRTR-Vektor als Backbone genutzt und die Klonierung analog zu
Jackstadt et al. 2013""7 vorgenommen. Daflur wurde der SP8-VSV open reading frame (ORF)
mit Hilfe der beiden Restriktionsendonuklueasen BamHI und Nhel aus pcDNA3-SP8-VSV
herausgeschnitten, zur Ubertragung der Sfil-Schnittstelle in den Shuttle-Vektor pUC19
eingebracht, an den Sfil-Seiten erneut herausgelést und letztlich in den episomalen pRTR-
Vektor ligiert (Abb. 22A).

Der Hep3B-Pool wurde dann durch die Transfektion mit pPRTR-SP8-VSV, einer anschlieBenden
Puromycin-Selektion mit 2 ug/ml fir 10 Tage, sowie durch Fluorescence-activated Cell Sorting
(FACS)-Selektion gewonnen (Abb. 22B) und seine Qualitdt auf RNA- und Protein-Ebene
validiert (Abb. 22C).

Etablierung und Optimierung von CRISPR interference

Die Etablierung von CRISPR interference startete mit einem Restriktionsverdau via BamHI zur
Entfernung des Sun-Tags aus dem als Backbone benutzten pPlat-gRNA2-TET1-Plasmids''®,
welches neben einem deaktiverten Cas9-Enzym (dCas9) auch fir eine gRNA-
Expressionskassette codierte. Die KRAB-Domane wurde durch zwei spezifische Primer, die mit
einer Nhel und Notl-Restriktionsseite versehen waren (Primer #2, Abschnitt 2.9), aus
pLKO5d.SFFV.dCas9-KRAB.P2A.BSD PCR-amplifiziert und in das pPlat-gRNA2-TET1-
Plasmid (ohne Sun-Tag) kloniert und damit das unfertige pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB (kein ORF)
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erstellt. Um einen durchlaufenden ORF zwischen dCas9 und sfGFP-KRAB zu generieren, wurde
die sfGFP-KRAB-Doméane mit zwei BamHlI-enthaltenden spezifischen Primern (Primer #3,
Abschnitt 2.9) PCR-amplifiziert und wieder in den pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB-Vektor eingefligt
(Abb. 32A, oben). Der leere Kontroll-Vektor pPlat-dCas9 wurde durch BamHI-Verdau von pPlat-
gRNA2-TET1 und anschlieBender Religation erhalten (Abb. 32A, unten).

Die letztendlich korrekte Expression des Fusionskonstrukts dCas9-sfGFP-KRAB wurde mittels
Western Blot-Analyse tberpruft (Abb. 32B). Die Funktionalitat des Plasmids wurde im Anschluss
durch einen Luciferase Assay bestimmt (Abb. 32C). Dazu wurden gRNAs designed, die sich
gegen den Transkriptionsstart des pRL-CMV-Vektors richteten (Abb. 32C, oben), um eine
Blockierung der Renilla-Luciferaseaktivitat zu erméglichen. Im Vergleich zum Kontrollplasmid
pPlat-dCas9, konnte durch gRNA-CMV zusammen mit dem pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB-Plasmid
eine signifikante Reduktion der Luciferaseaktivitat erzielt werden (Abb. 32C, unten), was auf die
korrekte Funktionalitat schlieBen lie. Fir den eigentlichen FGF8-Knock-down wurden finf
weitere gRNAs, welche um den Transkriptionsstart als Zielsequenz lokalisiert waren, mit dem
Programm CRISPOR designed. Um diese schnell und einfach zu verifizieren, wurde die FGF8&-
Expression in mehreren Zelllinien bestimmt und RMS13-Zellen, welche die héchste FGFS§-
Expression aufwiesen (siehe Anhang, Abb. 31B), als Testmodell ausgewahlt. Die gRNA-1
erzielte dabei eine Reduktion der FGF8-Expression in RMS13-Zellen um 78% (Abb. 32D) und

wurde somit fur die weiteren Experimente herangezogen.

pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB + pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB
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+ dCas9 : @ Anti-B-Actin—| s o e s - 42 kDa
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Abbildung 32: (A) Schematische Darstellung des CRISPR interference-Fusionskonstrukts pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB
bzw. des Kontrollvektors pPlat-dCas9. (B) Protein-Nachweis des dCas9-sfGFP-KRAB-Fusionskonstrukts 48 h nach
Transfektion der Hepatomzelllinien und Detektion mit dem anti-GFP-Antikérper. Die Standardisierung der
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Proteinmenge erfolgte mit 3-Actin. (C) Schematische Darstellung des pRL-CMV-Vektors mit dem CMV-Promotor, der
Renilla-Luciferase und der Poly-A-Domaéne (pA), sowie der Lokalisation der Transkriptionsstartstelle (TSS) und der
gRNA-CMV, die zur Blockierung der Luciferase-Aktvitdt designed wurde (oben). Sdulendigramm des Luciferase-
Assays 72 h nach Transfektion mit pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB + gRNA-CMV oder zur Kontrolle pPlat-dCas9 + gRNA-
CMV in finf Hepatomzelllinien (unten). (D) Bestimmung der FGF8-Expression in RMS13-Zellen 72 h nach
Transfektion mit pPlat-dCas9 und pPlat-dCas9-sfGFP-KRAB ohne bzw. mit den guideRNAs gRNA-1-5 mittels RT-Q-
PCR. Die Expression wurde zum Housekeeping-Gen TBP normalisiert.
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