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2. Einleitung

2.1 Das Hepatoblastom

Im Kindes- und Jugendalter sind Tumorerkrankungsr selten im Vergleich zu Erwachsenen.
Es erkranken im Durchschnitt 2183 Kinder unter &Brdn pro Jahr an einer Krebsart. Derzeit
Uberleben 82% der Falle im Alter von unter 18 Jalte Krebserkrankung mindestens 15 Jahre
[1]. Krebserkrankungen bei Erwachsenen haben ikhesprung durch erworbene Mutationen,
wohingegen padiatrische Tumore vermutlich durchldrelvihrend der Embryonalentwicklung
ausgeldst werden [2]. Einer der vorkommenden solideumorarten bei Kindern sind
Lebertumore, wobei das Hepatoblastom (HB) am H&tdigvorkommt. Derzeit ist noch immer
Gegenstand von Studien was die Ursachen fur disténing von HBs sind. Dabei geht man
hauptsachlich davon aus, dass bei der Tumorgerasallem entgleiste Entwicklungsprozesse
der unreifen hepatischen Vorlauferzellen eine Replielen.

2.1.1 Epidemiologie

Das Hepatoblastom (HB) tritt mit einer H&aufigkeibrnv 1% auf und zahlt zu den seltenen
malignen Erkrankungen im Kindesalter. Kinder imeklunter drei Jahren sind am haufigsten
betroffen und das HB tritt mit 43% unter den p&isahen Lebertumoren am meisten auf [3]. Ein
erhohtes Risiko ein HB zu entwickeln sind Faktonee Frihgeburtlichkeit und ein sehr geringes
Geburtsgewicht [4-6]. Das HB tritt bei Jungen 1,3-Bal haufiger auf als bei Madchen [7]. Die
Inzidenz fur das HB liegt bei etwa 1:1,2 -1,5 Milien Kindern in den westlichen Landern,

welche junger als 15 Jahre sind [8, 9].

2.1.2 Hepatozellulare und transitionale Leberzelltmore

Neben dem HB werden meist bei alteren Kindern oglergen Erwachsenen sowohl
hepatozellulare Karzinome (HCC) [10] als auch titamsale Leberzelltumore (TLCT)

diagnostiziert [11]. Meist entwickeln sich HCCs s@mn und unabhangig von bestehenden
3
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Vorerkrankungen der Leber [12]. In einigen Fallamwackeln sich HCCs bei Kindern, die zuvor
an einer chronischen Hepatitis B-Virus Infektiomee Zirrhose und/oder an zugrunde liegenden
metabolischen Stoffwechselerkrankungen erkranktd s[3, 14]. Das HCC stellt den
zweithaufigsten Lebertumor bei Kindern dar undiffetror allem Jungen ab einem Alter von 6
Jahren. Die Prognose fiir kindliche HCCs liegt ieeeUberlebensrate von 25% nach 3 Jahren.
Dies ist darauf zurickzufihren, dass die Patiertténfig eine Resistenz gegenuber der
Chemotherapie entwickeln und oftmals der Zeitpubé&t der Diagnosestellung spét ist. Die

einzige Heilung in diesen Fallen ist die vollst@gyedoperative Entfernung des HCCs [12].

In sehr seltenen Fallen treten TLCTs auf, die sisanso bei dlteren Kindern manifestieren und
eine schlechte Prognose aufweisen. Die TLCTs, weelsith in einem Ubergangszustand
zwischen dem HB und dem HCC befinden, unterschestdnvom HB und HCC bezlglich des
klinischen  Erscheinungsbilds, der Morphologie, desnmunophanotyps und des
Behandlungserfolgs [11].

2.1.3 Symptome und Diagnose

Die Symptome beim HB sind oftmals unspezifisch dieerkrankten HB-Patienten leiden unter
allgemeinen Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen, @Gbtsiverlust, abdominale Schmerzen,
Erschopfung, Gedeihstérung und Gelbsucht. Die Sgmetsind abhéngig von der Grol3e, der
Lokalisierung des HB und der Prasenz von Metastidgr 6].

Die Diagnosestellung erfolgt in der Regel mitteltnee physikalischen Untersuchung,
Labordiagnostik und bildgebenden Verfahren wie dedtraschalluntersuchung, der
Computertomographie sowie der MagnetresonanztombgraDie Patienten mit HB zeigen
oftmals eine abdominale Raumforderung, die mewstsalhtbare und tastbare aber schmerzlose
Schwellung des Bauches auftritt. Anhand der Bildgejwird sowohl die vollstéandige Grof3e des
HBs und dessen Ausbreitung als auch das VorliegaenMetastasen (20%), die Uberwiegend die
Lunge sowie das Gehirn und die Knochen befallestgéstellt [17, 18]. Zusatzlich werden im
Blutbild die Leberwerte und der alpha-FetoproteiFR) Wert zur Sicherung der Diagnose
bestimmt. Der AFP-Wert ist zun&chst noch zum Zeikpuder Geburt stark erhoht und geht

allméhlich in den ersten 10 Lebenswochen zurtick [M®rmalerweise liegt der AFP-Wert von

4
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Kindern bei 10 ng/ml [20, 21]. Beinahe 70% aller RBtienten weisen einen erhdohten AFP-Wert
von > 500 ng/ml auf, wohingegen der AFP-Wert behrséortgeschrittenen aggressiven
kindlichen Lebertumoren geringer sein kann (< 1@0mt). Diese Tumoren weisen eine sehr
schlechte Prognose auf, da sie sehr resistent gegerder Chemotherapie sind [22]. Die
Bestimmung des AFP-Levels ist sowohl ein nutzvaliegnostischer Marker fur das HB und fur
das HCC im Kindesalter als auch wichtig zur Risikatgfizierung und zur Einschétzung des
Therapieerfolgs. Eine perkutane Biopsie der verdadelLeber als auch der Metastasen ist

notwendig fur die weitere Risikostratifizierung [ig].

2.1.4 Histologie

Das HB ist sehr heterogen mit unterschiedlichennBty@en. Dies ist darauf zurtickzufuhren,
dass es sich um einen embryonalen Tumor handetiseDientwickelt sich aus unreifen

hepatischen Vorlauferzellen des Leberparenchymsrepidisentiert somit verschiedene Stadien
der Leberentwicklung [23]. Daher kann eine histbphtgische Einteilung in den epithelialen

(56%) oder den gemischten epithelialen/mesenchym&abtyp (44%) erfolgen [9]. Der

epitheliale Subtyp wird wiederum untergliedert iendfetalen (31%), den embryonalen (19%),
den macrotrabekularen (3%), den kleinzelligen dadéhzierten und cholangioblastischen Typen
(3%) [7]. Die mesenchymalen Anteile bestehen maist Osteoid, unreifem fibrosem Gewebe
und Spindelzellen. Im Allgemeinen ist die Prognd8e die Patienten besser, bei denen die
Tumore grof3tenteils aus fetaler Gewebsdifferenagiovestehen im Vergleich zu den Tumoren

aus uberwiegend embryonalen oder undifferenzidienzelligen Anteilen [24].

2.1.5 Staging und molekulare Risikostratifizierung

Die Stadieneinteilung des HBs ist unerlasslichédiine korrekte Risikostratifizierung und fur die
damit verbundene Therapieplanung. Sie umfasst dkallsierung und die Ausdehnung des HBs
als auch die Beurteilung ob sich bereits Metastagdildet haben. Kirzlich haben sich die vier
Hauptstudiengruppen, die International childhoogeriitumors strategy group (SIOPEL), die
Children’s Oncology Group (COG), die Deutsche Gssbkéaft flur Padiatrische Onkologie und

Hamatologie (GPOH), und die Japanese Study Grougréaliatric Liver Tumors (JPTL) zur
5
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Children’'s Hepatic tumors International Collabavati (CHIC) zusammengeschlossen und
vertreten nun einen gemeinsamen Ansatz zur Stadteiteng und Risikostratifizierung des HBs

[25]. Folglich wurden einige prognostisch relevakiterkmale festgelegt.

2.1.5.1 PRETEXT-System

Das PRETEXT-System (,pre-treatment extension“) d#atiesiert die Tumoren nach ihrer
Ausdehnung in der pra-therapeutischen Bildgeburdyhat eine hohe prognostische Relevanz.
Dabei werden die HBs in vier verschiedene PRETEXUpBen (I-IV) eingeteilt. Dies erfolgt
abhéangig von der Ausdehnung des Tumors Uber die Se&toren der Leber. Somit ist bei
PRETEXT 1 der Tumor auf einen Sektor der Leber {tec posteriorer oder linker lateraler
Sektor) begrenzt. Bei Stadium Il sind zwei aneimagtenzende Sektoren nicht vom Tumor
befallen und bei Stadium Il ist nur noch ein Seki@i von Tumorgewebe. Wohingegen bei
PREXTEXT IV alle vier Sektoren vom Tumor betroffemd. Die Tumore, die der Kategorie
PRETEXT I-lll zugeordnet sind, weisen eine gendbesere Prognose auf im Vergleich zu den
sehr fortgeschrittenen PRETEXT IV Tumoren [26].

Es spielen auch noch weitere Kriterien eine Roké der Stadieneinteilung nach PRETEXT.
Dazu zahlen der Einschluss des Schwanzlappens eéerL(C), das Vorliegen einer

extrahepatischen abdominalen Erkrankung (E) uner évtultifokalitéat des Lebertumors (F), und

das Auftreten von Fern- (M) und LymphknotenmetastgdN). Zur Stadieneinteilung ist auch die
Beurteilung wichtig Uber das Einwachsen der Tumiargortale (P) oder hepatisch vendse
GefalRe (V) und ob eine Tumorruptur (R) vorliegt][Zudem ist fur die Einteilung der Patienten
in die Hochrisikogruppe das Vorliegen eines selingen AFP-Wertes < 100ng/ml als auch ein

Diagnosealter Uber 3 Jahre entscheidend [25].

2.1.5.2 16-Gen-Signatur

Neben den Klinischen Kriterien fur die Stadiendlotey des HBs spielen neuerdings auch

molekulare Marker und Genexpressionssignaturenteagende Rolle bei der Stratifizierung.
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Cairo et al. haben 2008 eine 16-Gen-Signatur deimcd DNA-Microarray-Analyse identifiziert,
die aus je acht Genen fur jede Subgruppe bestdabt.1B-Gen-Signatur unterscheidet dabei
zwischen den Tumortypen mit glnstigerem (Standsikdrgruppe C1) oder aggressiverem
Verlauf (Hochrisikogruppe C2) [28]. Die Standardagyruppe C1 ist charakterisiert durch eine
hohere Differenzierung und meist fetaler Histologees Tumorgewebes. Die Prognose fir die
Patienten der C1-Standardrisikogruppe ist im Veéeblezu den Patienten der C2-
Hochrisikogruppe deutlich besser. Die Tumore dechtisikogruppe C2 sind gekennzeichnet
durch eine embryonale Histologie, eine hohe Pmalifensrate, ein fortgeschrittenes
Tumorwachstum, ein haufiges Auftreten von vaskul@mgasion und Bildung von Metastasen
[28]. Konsequenterweise zeigen C2 Tumore reduzieeteel fir Marker, die charakteristisch
sind fir reife Hepatozyten wie das Apolipoproteih GPOC 4 und die Aldehyd Dehydrogenase

2 Family Member ALDH?2). Dafur kbnnen erhdhte Expressionswerte fir dgghalFetoprotein
(AFP) und Marker, die fiur das Zellwachstum typisch swig der Transkriptionsfaktor E2F5
(E2F9H und Mitotic Checkpoint Serine/Threonine Kinase BUBUBI) nachgewiesen werden
[28]. Interessanterweise konnte erst kurzlich dikegvVorhersage des Patienten Outcomes an
einer reprasentativen Kohorte bestétigt werdenzesgte sich, dass C2-Patienten eine schlechte
Prognose haben [29].

Die Erforschung und die Anwendung der molekularearkRdr wird zukinftig unumgéanglich
werden fir die Verbesserung der Risikostratifiziggu und die Optimierung der
Behandlungsstrategien im Hinblick auf mogliche gaéeichtete Therapien, insbesondere fiur die

HB-Hochrisikopatienten.

2.1.5.3 4-miR-Signatur

Ebenso gewinnen auch Micro-RNAs (miRs) zunehmendén onkologischen Prognostik an
Relevanz. Cairo et al. haben 2010 die prognostiRdike der sogenannten 4-miR-Signatur beim
HB untersucht [30]. Bei den vier ausgewahlten miRedelt es sich um miR-371, miR-373,
miR-100 und let-7a, welche von MYC reguliert werder zur Tumorgenese des HBs beitragen.
Funktionell spielt miR-371 bei der Tumorinvasiomt-Ya bei der Differenzierung und als
Tumorsupressor und miR-100 beim mTOR-Signalweg lbwicdh mitotischen Checkpoint eine

Rolle. Die Expressionsanalysen von miR-371, miR;3n#R-100 und let-7a zeigten, dass die

7
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HB-Patienten durch die Anwendung der 4-miR-Signatutie Gruppe mit guten oder schlechten
Uberlebenschancen (Cm1 oder Cm2) unterteilt wektmmten. Die Cm2-Untergruppe wies
kaum differenzierte, invasive und metastasierendendre auf mit einer schlechteren
Uberlebensrate [30].Somit ist es umso wichtigertevei miRs als potentielle Biomarker zu

identifizieren, um noch effektiver eine Risikostfiaterung vollziehen zu kénnen.

2.1.6 Genetische Préadisposition

Meist treten HB sporadisch auf, dennoch gibt ese eiAssoziation mit familiaren
Krankheitssyndromen wie der familiaren adenomatoBemyposis (FAP), dem Beckwith-
Wiedemann Syndrom (BWS), dem Edward’s Syndrom ¢hmie 18) und den
Hemihypertrophien [31-34].

FAP-Patienten weisen eine Keimbahnmutation im Adstous-polyposis-coli (APC)
Tumorsuppressorgen auf, die verantwortlich istdiégr Polypenbildung im Darm und folglich fur
die frihe Entstehung des Dickdarmkrebses. Es wyedeigt, dass Kinder mit FAP vor allem in
den ersten funf Lebensjahren eine erhohte Inzidemz0.42% fur die Entwicklung eines HBs
besitzen [33, 35].

Das BWS ist oft mit dem Auftreten embryonaler Tuerorwie dem Wilmstumor, dem
Neuroblastom und dem Hepatoblastom verbunden. BWtesRen haben ein 2,28-fach hdheres
Risiko ein HB zu entwickeln im Vergleich zu Gesund8l, 36]. Beim BWS handelt es sich um
ein genetisch bedingtes GroRBwuchssyndrom, dasrmeiMeranderung der genomischen Pragung
im Bereich des Chromosoms 11p15.5 zurickzufihrendsm Lokus des Insulin-&hnlichen
Wachstumsfaktors 2 (IGF2) [32]. Patienten mit BW®isegn normalerweise ein erhdhtes

Geburtsgewicht, Fehlbildungen, Makroglossie undjk@serte abdominale Organe auf.

Zwei weitere GroBwuchssyndrome stehen auch in Wdtrig mit der Entstehung von HBs,
namlich das Simpson-Golabi-Behemal Syndrom und &asos-Syndrom. Diese beiden
Syndrome weisen Mutationen oder Deletionen in Veestenen Genen wie Nuclear Receptor-
binding SET domain Protein NED1) oder Glypican 3GPC3 auf [37-39].
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2.1.7 Genetischer und epigenetischer Hintergrund

Das Hepatoblastom weist die geringste Mutationsf2{® Mutationen pro Tumorgenom) aller
Krebsarten auf [40, 41]. Im Allgemeinen weisen Tuenan Kindesalter generell wesentlich

weniger Mutationen auf als im Erwachsenenalter.[41]

Die bereits sehr frihe Manifestation des HB und gkeinge Mutationsrate deuten darauf hin,
dass vergleichsweise wenige genetische Verandemuifigge die Entstehung des malignen
Phantoyps ausreichen [42]. So wurde durch die Erqoenzierung der HBs aufgezeigt, dass nur
wenige Genmutationen vorliegen. Bei zwei Drittet é#8-Falle ist als einzige wiederkehrende
Mutation die ded3-Catenin(CTNNBJ) Gens mit einer Haufigkeit von 72,5% aufgetretdq, [
43]. Zudem wurde nachgewiesen, dass auch haufigtMoen der Gen&elomerase Reverse
Transkriptase(TERT) mit einer Mutationsrate von 9,8% uiMlclear factor-erythroid 2-related

Factor 2(NFE2L2 mit einer Mutationsrate von 5,9% vorkommen [40].

CTNNB1 codiert fur das Protein R-Catenin. DI€TNNBIMutationen sind meist
Punktmutationen oder Deletionen im Exon 3 [44].dighrt dazu, dass das CTNNB1 nicht mehr
durch den Ubiquitin-proteosomalen-APC/AXIN/GSK3 Weeggradiert werden kann und es im
Cytoplasma akkumuliert. Das akkumulierte CTNNB1 deam in den Zellkern, um dort Zielgene
zu aktivieren [45-49]. Dies ist urséchlich fur dgathologische Aktivierung des Wnt-
Signalweges. Der Wnt-Signalweg spielt normalerweisme tragende Rolle bei der
Organogenese, der Morphologie, der Proliferatiater Differenzierung, der Apoptose, der
Zellmotilitat und beim Zelliiberleben [50, 51]. Zuddnat CTNNBL1 eine wichtige Funktion in der
Leber und zwar bei der frihen Entwicklung, beim abetismus und der Regeneration [50, 51].
Der Wnt-Signalweg kann auch durch somatische Muatt (<10%) der GenAPC, Axis
Inhibition Protein (AXIN1)und AXIN2 bei CTNNBXWildtyp HB aktiviert werden [52, 53], die
dazu fuhren, dass die Degradierung des CTNNB1 iRsotacht funktioniert und folglich der
Whnt-Signalweg nicht abgeschaltet wird [SAXIN1 und AXIN2, deren Proteine mit APC und
CTNNBLI1 interagieren, beeinflussen somit auch den-8Bignalweg [53].

TERT ist ein Teil des Telomerase Komplexes [55] beavirkt in den seneszenten Zellen, dass
diese unsterblich werden [56]. Die gefundenen Puokdtionen, welche amfERTFPromotor

upstream der Transkriptionsstartseite lokalisiend s korrelieren mit einer erhohteRERTF
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Expression [40]. Aktivierende Transkriptionsfaktoneie MYC, Adipozytenprotein 2 (AP2) und
Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF1) regulieren diERFExpression und Gene wiEP53 und
Wilms Tumorprotein(WT1) werden durch TERT inhibiert [57-60]. Eine erhOhi&RTF

Expression ist oftmals in Stammzellen und Tumoereilu beobachten [57, 61-63].

NFE2L2 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter amuhe flr die Aktivierung unterschiedlicher
Gene verantwortlich ist, die dem Schutz der Zelenen, etwa bei der Abwehr von oxidativem
Stress. DieNFE2L2 Mutationen treten meist im oder nahe den DLG uficGGE Motiven auf,
welche fur die Bindung des Kelch-like ECH assodalrotein 1 (KEAP1) / Cullin 3 (CUL3)
Komplexes wichtig sind. Meist fuhrédFE2L2 Mutationen bei Tumorzellen dazu, dass NFE2L2
nicht proteosomal degradiert wird [64]. Diese Tumatien sind unempfindlicher gegentuber der
Chemotherapie, antioxidativem Stress [65-67] und Biestrahlung [68]. Bei den gefundenen
NFE2L2Mutationen handelt es sich um Missense-Mutatigdéh

In Einzelfallen wurden auch Mutationen der GdpPleosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-
Kinase Catalytic Subunit Alph@IK3CA) [69], Caprin Family Member 2ZCAPRIN3J, Kelch-like
Protein 22(KLHL22), Speckle-Typ POZ Protei(6POB, Transient Receptor Potential Cation
Channel Subfamily C Member Associated Prot@RCP4AR und Ring Finger Protein 169
(RNF169 aufgezeigt [70].

Zudem wurde beim HB eine Uberexpression \®onic HedgehodSHH), GLI Family Zinc
Finger 1 (GLI1), SmoothenedSMO und Patched 1(PTCHJ [40, 71] und Silencing von
Hedgehog interacting ProteifHHIP) [40] beobachtet. Dies fuhrt zu einer Deregulataes
Hedgehog (HH)-Signalwegs [40]. Ein weiterer wicktig Signalweg namlich der
IGF2/PISK/AKT Signalweg ist beim HB auch involvierBei der Hochrisikogruppe mit
Metastasenbildung und schlechter Prognose wurde dibberexpression von SP8 und
Fibroblasten Wachstumsfaktor 8 (FGF8) nachgewiga2h

Haufig treten Hypermethylierungen in den Promotgimeen einiger Tumorsupressorgene beim
HB auf. Dazu gehoren Hypermethylierungen der GéH&?, Secreted frizzled-related Protein 1
(SFRP), insulin-like growth factor binding protein 3IQFBP3) und Ras association
(RalGDS/AF-6) domain family member RASSF1A[71, 73-75]. Im Allgemeinen fihrt das

Silencing dieser Tumorsuppressorgene bedingt depaenetische Ereignisse zur Deregulierung

10
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von Signalwegen wie IGF2-, HH- und Wnt-Signalweged2 tragen zur Tumorgenese von HBs
bei [40, 54, 76].

Der IGF2-Signalweg wird auch durch eine erhd@E2-Expression beim HB aktiviert [77, 78].
Der aktivierte IGF2-Signalweg beim HB fuhrt leteti auch dazu, dass PI3K/AKT und
RAS/RAF/MEK/ERK Signalwege induziert werden. Fodglikommt es zu Zellproliferation und
einem Anstieg des Zellwachstum beim HB [79, 80].

2.1.8 Behandlungsstrategien und Outcome

Die vollstandige chirurgische Entfernung des Tumists der entscheidende Schritt bei der
kurativen Therapie von HB Patienten. Jedoch konimé mitiale Resektion des HB nur in sehr
seltenen Fallen vor, und zwar bei Vorliegen eireds «leinen solitdren Tumors (PRETEXT |,
gegebenenfalls 11). Jahrzehntelang wurden einighaBdlungsschemata des HB in den vier
verschiedenen Hauptstudiengruppen durch Klinisctugli& optimiert [34]. Im Allgemeinen
besteht die Therapiestrategie aus einer praoperafiveoadjuvanten) Chemotherapie, wodurch
oftmals eine deutliche Tumorverkleinerung erreigitd. Anschliel3end erfolgt eine chirurgische
Resektion und eine postoperative (adjuvante) Cheenapie [16, 81]. Eine Lebertransplantation

wird dann in Betracht gezogen, wenn der Tumor ribimurgisch entfernbar ist.

Patienten, die nach SIOPEL zur Standardrisikogrupf@ETEXT I-11l) gehdren [82], erhalten
pra- und postoperativ eine Chemotherapie mit Cispland Doxorubicin [82-84]. Die Patienten
der Hochrisikogruppe mit PRETEXT IV und zuséatzlishéorkommnissen wie Multifokalitat
(F), vaskulare Beteiligung (P,V) oder extrahep&tsdnvasion (E) erhalten praoperativ Cisplatin
abwechselnd mit Carboplatin und Doxorubicin und zAnderen nach der Tumorentfernung
Carboplatin und Doxorubicin im Wechsel mit Cisptat[85]. Des Weiteren erhalt die
Hochrisikogruppe mit Fernmetastasen und/oder ein&fP-Wert <100ng/ml [40] als
Behandlung Cisplatin und Doxorubicin und einen ZigkCarboplatin und Doxorubicin vor der
operativen Tumorentfernung und einem Zyklus Carétoplund Doxorubicin postoperativ [82,
86].
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Aufgrund der bereits optimierten Therapieansatze dieh die Uberlebensprognose fiir HB
Patienten Uber die letzten Jahrzehnte deutlichessdat. So ist die drei Jahresitberlebenschance
fur Patienten der Standardrisikogruppe auf 95%iggsh. Die drei Jahresuberlebenschance der

Hochrisikogruppe liegt dagegen nur bei 60% [84, 85]

Ein Problem der Chemotherapie stellen die starkelmeNwirkungen dar, mit denen Patienten ein
Leben lang zu k&dmpfen haben. So kann die Chemgieerzu Haarverlust, Blutergiissen,
Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhte, Mudigkeit und eirehohten Infektanfalligkeit fihren. Die
Cisplatintherapie kann durch ihre Oto- und Nephxizitit Langzeitfolgen auslosen, die zu teils
irreversiblen Organschaden fiihren kdnnen [87, B&. Behandlung mit Doxorubicin birgt das
Risiko zum Einen einer akuten Kardiotoxizitat unohrzAnderen Jahre spater Kardiomyopathien
zu entwickeln, welche sehr schwer zu therapierad snd daher eine sehr schlechte Prognose
mit sich bringen [89-91]. Weitere mdgliche Langgeftdden sind Sekundartumore,
Unfruchtbarkeit, Wachstumsstérungen, kognitive Be&échtigungen und Lungenschéden [82].
Desweitern ist auch nicht zu vernachlassigen, d@assh die Erkrankung, Behandlung und
Klinikaufenthalte auch psychische Probleme hinzuk@mn wie Depressionen, Auffalligkeiten in
sozialen Verhaltensweisen und Lernschwierigkeit@®, [93]. Ein weiteres Problem stellt die
Multidrug-Resistenz dar, die oft nach vier Zyklehetotherapie auftritt und somit die weitere
Behandlung limitiert [94].

Viele unterschiedliche molekulare Veranderungendearnachgewiesen, die zur Entstehung des
HBs beitragen. Es ist dennoch von grof3er Bedeutveigere molekulare Mechanismen zu
identifizieren, die verantwortlich sind fiir die Méastation der unterschiedlichen Subtypen des
HBs. Aufgrund der sehr starken Nebenwirkungen deen®therapie werden vor allem bei
Hochrisikopatienten neue Behandlungsstrategien tlggnddie gezielter gegen den Tumor
gerichtet sind, um somit sowohl die Uberlebenschatieser Gruppe zu erhéhen als auch die

Toxizitat zu minimieren.
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3. Ziele und Aufgabenstellung der Studien

In der ersten Publikation wird ein neuer gezielBghandlungsansatz zur Optimierung der
bisherigen HB Therapie untersucht. Basierend auetgressionsanalysen hat sich gezeigt, dass
das ProtoonkogemMYCN beim HB, bei anderen padiatrischen Lebertumored bai HB
Zelllinien Uberexprimiert wird und ein vielverspremdes Target darstellt. In der aufgefiihrten
Publikation wurden vitro untersucht, ob die Hemmung der MYCN-Expressiorcldutie beiden
MYCN Inhibitoren MLN8237 und JQ1 als potentielleueezielgerichtete Therapieansatze in
Frage kommen.

Die zweite Studie beschaftigt sich mit der Idemidrung weiterer prognostisch relevanter
Biomarker auf MicroRNA Ebene. MicroRNAs spielen eiwichtige regulatorische Rolle bei
vielen Krebsarten, jedoch sind bisher kaum MicroRNv&kannt, die beim HB als Biomarker zur
Risikostratifzierung dienen konnten. Diese Studesdhéaftigt sich mit der Frage, ob die
MiRNA23b und miR-483 Expression als Biomarker zurmtddscheidung von HB-Hochrisiko-
Patienten und Standardrisiko-Patienten anwendbad, sum deren Therapieoptionen zu

verbessern.

3.1 Targeting excessive MYCN expression using MLN8Z and JQ1
impairs the growth of hepatoblastoma cells

Wie oben schon erwéhnt ist der BehandlungserfolgiB-Standardrisikopatienten aufgrund des
herkdbmmlichen Therapiekonzepts sehr gut und liegtemer 3-Jahresiiberlebensrate von 95%.
Der Therapieplan ist abhangig vom Stadium der BHaag und besteht meist aus einer pre-
operativen Chemotherapie gefolgt von einer chisgiggn Tumorentfernung und einer
nachfolgenden post-operativen Chemotherapie. Leieleirsacht die Chemotherapie haufig sehr
starke Nebenwirkungen und die Hochrisikopatienteigen einen schlechten Behandlungserfolg
besonders dann wenn das Tumorgewebe sehr grofgfléthi Gefale infiltriert werden und
Metatastasen vorliegen. Daher ist es von gro3eeladg gezielte Behandlungsmdglichkeiten
insbesondere fiir Hochrisikopatienten zu finden,deren Uberlebensrate und Heilungschancen
zu erhdhen und die auftretenden NebenwirkungerndiiecZytostatika zu minimieren.

13
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Dadurch, dass das HB eine auffallend geringe Murtatate aufweist, basiert die Identifizierung
eines neuen potentiellen Therapieansatzes in ditadre auf Genexpressionsanalysen und nicht
auf genetischen Ereignissen [40]. So ermdglicht @i Gen-Signatur bereits jetzt die
Klassifizierung der HBs und die Unterteilung der RBtienten in die C1-Standardrisikogruppe
und C2-Hochrisikogruppe [28]. Ein weiteres Gen, dasden C1- und C2-Tumorsubtypen eine
signifikant unterschiedliche Genexpression aufzesgMYCN MYCNist ein Protoonkogen, das
auf dem Chromosom 2p23-24 lokalisiert ist [95]. &earhohteMY CN Genexpression spielt eine
entscheidende Rolle bei einigen Tumorarten wie EwAgund Brustkarzinomen sowie bei
bdsartigen Erkrankungen neuronalen Ursprungs, slrdiém Glioblastom, dem Medulloblastom
und dem Neuroblastom [96, 97]. So ist die gest&gé@ranskription des GenglYCN beim
Neuroblastom hauptséchlich auf die Amplifizierures MY CN Lokus zuriickzufihren [98]. Im
Allgemeinem geht eine erh6hitdY CN Expression mit einer gesteigerten Zellprolifenat@nher,
bedingt zum Einen durch die Férderung der Zellzggtogression und zum Anderen durch die
Hemmung der Apoptose [99]. MYCN ist ein Phosphogirgtdas mit MYC associated factor X
(MAX) dimerisiert und einen Komplex bildet. Diesé¢omplex bindet an regulatorische
Regionen von MYCN regulierten Genen [10DYCN stellt ein vielversprechendes Target bei
der Behandlung voMYCN Uberexprimierenden HBs dar. Daher liegt der Fokudieser Studie
auf der Hemmung devY CN-Expressionn vitro durch die beideMY CN Inhibitoren MLN8237

sowie JQ1 und deren Wirksamkeit.

In dieser Studie konnten wir eine signifikante Hridg derMYCN Expression bei 47 HBs, 4
TLCTs und 10 HCCs als auch bei vier Lebertumormgdlh im Vergleich zu normalem
Lebergewebe nachweisen. Als nachstes wurde untgraalzdas antisense Transkigy CNOS
das dieMYCN Expression bei Rhabdomyosarkomen und Neuroblastoetenfalls positiv
reguliert [101], im Zusammenhang steht mit der @kpression vorMYCN beim HB. Eine
gesteigerte transkriptionelle Aktivitat des antseranskriptéY CNOSkonnte in dieser Studie
bei padiatrischen Lebertumoren signifikant gemesaenden und ebenso eine signifikante
Korrelation zwischetYCNundMYCNOSMRNA Level.

Zudem haben wir gezeigt, dass die beiden Promgiemen von MYCN und MYCNOS
hypomethyliert sind. Die DNA Methylierung ist einiclitiger epigenetischer Mechanismus, der
die transkriptionelle Aktivitdét von Genen steue®b konnten wir nachweisen, dass die DNA-
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Methylierung negativ korreliert mit der GenexpressvonMYCN und MYCNOSund somit die
Hypomethylierung voMYCNundMYCNOSzur veranderten Expression beitragt.

Als nachstes beschéftige uns die Frage, ob die eédpesssion vonMYCN auch das
Zellwachstum bei HB-Zelllinien beeinflusst. Als Réiat eines transienteMYCN knock downs
konnten wir eine Abnahme der Zellvitalitdt beobachtAufgrund dessen untersuchten wir im
nachsten Schritt die Effekte der beiden MYCN Intdl@n MLN8237 und JQ1 bezuglich des
Lebertumorzellwachstums und deren Potential alsliciigy neuer Therapieansatz. Das Molekul
MLN8237 ist daran beteiligt, die Bildung des Aurdk@YCN Komplex zu verhindern,
wodurch die Degradierung des MYCN Proteins durehFBX7-Ubiquitin Ligase geférdert wird
[102]. Bei JQ1 handelt es sich um einen BET Bronmagia Inhibitor, der die BRD4 Domane des
MYCN Promoters verdrangt und somit eine stark hemmewd&kung auf die MYCN
Transkription ausuibt [103]. Die Behandlung VvdY CN tUberexprimierenden HB-Zelllinien mit
MLN8237 und JQ1 bewirkte eine signifikante Ernigdng von MYCN sowohl auf RNA- als
auch Proteinebene. Bei Anwendung der beiden MYCNibltoren konnten wir bei den
Lebertumorzellen mit hohemMYCN mMRNA Level einen starken dosisabhangigen
Zellwachstumsarrest detektieren. Dies ist daraufudwufihren, dass die behandelten
Tumorzelllinien entweder in der G1/GO nach JQ1 oberder G2 Phase nach MLN8237
Behandlung verbleiben. Des Weiteren verursachte 883Y¥ Spindelstérungen und Apoptose bei
den Tumorzellen. Dies ist Ubereinstimmet mit demmblaehteten G2 Arrest und das Anschwellen
der Lebertumorzellen nach der Behandlung mit MLNBZbenso fuhrte auch JQ1 zur Apoptose
der HB-Zellen.

Zusammenfassend stellt MYCN ein mogliches therapeh#s Ziel bei MYCN
Uberexprimierenden Tumoren dar. Beide MYCN-Inhilgto kbénnten als neue potentielle
zielgerichtete Therapieoptionen bei der Behandluog HB-Patienten in Frage kommen. So
haben Studien bei anderen soliden Krebsarten gedeaigs die Kombination aus einer Cisplatin
und entweder JQ1 oder MLN8237 Therapie synerglstis€ffekte aufweist [104, 105].
Diesbeziglich kdonnten besonders Patienten der ksokbgruppe von der zielgerichteten
Therapie profitieren, bei denen die Kombination &isplatin und Doxorubicin zu schweren
Nebenwirkungen fuhrt [16, 91, 106].
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3.2 High expression of IGF2-derived intronic miR-48 predicts
outcome in hepatoblastoma

MicroRNAs (miRs) spielen eine wichtige regulatohiec Rolle bei verschiedenen
Krebserkrankungen, da nachgewiesen wurde, dasg diks Onkogene [107, 108] oder als

Tumorsupressoren agieren kdénnen [109].

In dieser Studie haben wir die klinische Relevaar lukreits beschriebenen 4-miR-Signatur bei
einer unabhéngigen Kohorte von HB-Patienten untkits{B30]. Ergdnzend dazu wurde die
prognostische Rolle der miR23b und miR483 Expresgienauer betrachtet, um zusatzliche

Biomarker zu finden und somit die Risikostratifizieg zu optimieren.

MiRs werden bereits als therapeutische und diagubst Werkzeuge in der Onkologie
verwendet [110]. So haben Tong et al. eine 16-nmgR&@ur identifiziert, mit Hilfe derer die
Ruckfallquote bei Prostatakrebs besser vorhersaigbgt11]. Zudem koénnen Clusteranalysen
zirkulierender miRs bereits beim Prostatakrebs Reridivprognose genutzt werden [112]. Es
wurde auch beschrieben, dass Clusteranalysen ieitkmtler miRs dazu dienen, das Risiko fur
das Auftreten eines HCCs bei zirrhotischen Patiefité3] oder das Risiko fir das Fortschreiten
der Krankheit bei Patienten mit chronischer HeaBt abzuschéatzen [114]. Zhang et al. haben
eine 3-miR Signatur etabliert, die es ermdglichtG4Ratienten im Frihstadium und mit geringen
AFP-Werten zu identifizieren [115]. Wie schon olewahnt hat die Studiengruppe Cairo et al.
mit Hilfe der 16-Gen-Signatur die HB-Patienten i ¢C1-Standardrisikogruppe und die C2-
Hochrisikogruppe unterteilen kénnen [28]. Darlibarahs konnten sie 2010 auch zeigen, dass
das Outcome der HB-Patienten durch die Anwendund-eiR Signatur bestimmt werden kann
[30]. Dazu wurde die Expression von miR-371, miR3hiR-100 und let-7a bei HB-Patienten
untersucht. Alle 4 miRs werden von MYC reguliergsdzur Tumorgenese vom HB beitragt.
Cairo et al. zeigten, dass anhand der miR-Expresarmalyse die Patienten in die Gruppe mit
guten oder schlechten Uberlebenschancen (Cm1 ané@) Gnterschieden werden kénnen. Bei
den Cm2 HBs handelt sich dabei um sehr undiffeesteziinvasive und metastasierende Tumore
[30]. Neben den genannten miRs existieren aktuetthnsehr wenige Daten Uber weitere

prognostisch relevante miRs.

Die von uns analysierten 29 HB-Proben konnten mlerhl6-Gen-Signatur von Cairo et al. [ 28]

entweder der C1 Standardrisikogruppe oder der GhHkikogruppe zugeordnet werden. Fur die
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Evaluierung der bereits beschriebenen 4-miR-Sigri2®, 30] haben wir ebenfalls bei 29 HB-
Proben und 10 NL-Proben eine Expressionsanalysend®i371, miR-373, miR-100 und miR-
let-7a durchgefihrt. Anhand dieser konnten wir ld&s in die zwei Gruppen Cm1 oder Cm 2
unterteilen [30]. Anders als von der Studiengru@a@o et al. beobachtet [30], haben wir jedoch
keinen Unterschied beziiglich der Uberlebensrateunserer Cm1 oder Cm2 Patientengruppe
nachweisen kdonnen. Es zeigte sich auch kein Zusatmang zwischen der Cml oder Cm2
Gruppe und den Kklinisch-pathologischen Risikofadorwie das Diagnosealter > 5 Jahre,
GefaRinvasion, gemischte oder Uberwiegend fetastoldigie, PRETEXT IV, extrahepatisches,
metastatisches und multifokales Wachstum. Diesesnutlich darauf zurtickzufihren, dass nur
miR-373 sowie miR-371 bei den HBs im Vergleich zNin signifikant hochreguliert waren und
wir keinen Unterschied in der miR100- als auch7lg@tExpression zwischen HBs und NL messen
konnten. Zusammenfassend ist es in diesem Fallt mobiglich, die 4-miR-Signatur als

verlasslichen prognostischen Marker bei den 29 ld&&eRten zu bestatigen.

Als Nachstes untersuchten wir weitere miRs auf gregnostische Rolle beim HB und zwar die
der miR-23b als auch miR-483. Da die Funktion didseiden miRs beim HB noch nicht
vollstandig geklart ist, untersuchten wir sowoh¢ @ixpression des 5~ Transkripts (-5p) als auch
des 3 Transkripts (3-p). MiR-23b ist ebenso eing€avon MYC und gilt als Tumorsuppressor
bei verschiedenen Krebsarten [116, 117]. MiR-23batepotentieller prognostischer Biomarker
bei HCCs bereits eine grol3e Bedeutung. So hatggzkigt, dass erniedrigte miR-23b-3p- Werte
verbunden sind mit Metastasierung, vaskularerttafion und einer geringeren Uberlebensrate
im Vergleich zu Patienten mit héheren Expressidesr§l18]. In einer vorhergehenden Studie
zeigten Cairo et al. bereits, dass miR-23b koregulvird von let7-a und miR-100 und die
Expressionsrate beim HB reduziert war [30]. In weséStudie konnten wir jedoch keinerlei
signifikanten Unterschied beziglich der miR-23b feggion beider Transkripte beim HB im
Vergleich zum NL nachweisen. Ebenso ergab sichek&arrelation zwischen der Expression
und klinischer Parameter. Somit tragen die zur B48ignatur ergdnzenden miR-23b-5p und
miR-23b-3p Expressionsmessungen nicht zu einer eéésdyung der Risikostratifizierung als

auch nicht zu einer Unterteilung der Patientengengpei.

Zudem untersuchten wir als mdgliche weitere Bioraartlie beiden Transkripte 5'und 3" der
miR-483. MiR-483 ist bereits als Onkogen bei einiggebsarten wie beim Wilms Tumor und

auch beim Leberkrebs bekannt [119]. Es wurde Isféit das HCdn vitro beschrieben, dass
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eine signifikante Erh6hung von miR-483-5p mit eingchnellerem Auftreten eines Rezidivs und
fortgeschrittener Invasivitat als auch Bildung Vdietastasen verbunden ist, bedingt durch die
Herunterregulierung des aktivierten Leukozyten-Hat#iasionsmolekils [120]. Ebenso konnten
Ma et al. &hnliche Ergebnisse feststellen. Dieggtere einen positiven Zusammenhang beziglich
der Proliferation der murinen HCC Zellen durch #ierunterregulierung des Suppressors des
Cytokin-Signalwegs 3 [121]. Nennenswert ist aua@ssdmiR-483 auf dem Chromosom 11p15.5
im zweiten Intron defGF2 Gens lokalisiert ist und somit in einigen Krankbkildern involviert

ist [119, 121-123] . Des Weiteren wurde bei einiemorarten der Zusammenhang zwischen
der erhohten miR-483 Expression und der Ko-Regulaties IGF2 sowie der R-Catenin
induzierten Transkription dargestellt [124]. Wieenbbereits erwahnt wird auch IGF2 beim HB
Uberexprimiert und es treten R-Catenin-Mutationef die zur Akkumulierung von 3-Catenin
fuhren und hauptverantwortlich sind fur die Entsiedpals auch fur die Progression des HBs [40,
54,77, 125].

In dieser Studie konnten wir beim HB verglichen Mit erhéhte Expressionslevel von miR-483,
vor allem des 5'-Transkripts, nachweisen. Zudemsdat deutlich gezeigt, dass die erhdhte
Expression von miR-483 sehr stark mit dem bekanRisikofaktor PRETEXT IV-Stadium beim
HB korreliert [126]. Die Kombination der miR-483 ppession mit der 4-miR-Signatur stellt
einen weiteren Biomarker dar, der HBs mit schleth@utcome und einhergehend mit grof3em,

gefallinvasivem Tumorwachstum effektiver prognoste lasst.

Alles in Einem stellt die Erweiterung der 4miR-Sagur um die miR483 Expression einen
potentiellen neuen Biomarker dar, um die Uberletsasder HB-Patienten besser zu beurteilen.
Die neue 6-miR- Signatur trdgt zu einer Optimierunigr Risikostratifizierung bei
Hochrisikopatienten bzgl. invasives GefaBwachsteRETEXT Stadium und Outcome bei.

18



ZIELE UND AUFGABENSTELLUNG DER STUDIEN

3.3 Beitrag zu den Publikationen

Fir die Publikation Targeting excessive MYCN expression using MLKX&281 JQ1 impairs
the growth of hepatoblastoma céllsvurden die Versuchsplanung und die experimesell
Laborarbeiten von der Doktorandin Corinna Eberkelipststandig vollzogen, mit Ausnahme der
immunohistologischen Farbung. Die Ergebnisse untemdtze wurden von der Doktorandin
Corinna Eberherr generiert, analysiert und intémpre Die Datensatze wurden von der
Doktorandin Corinna Eberherr statistisch ausgewene in Form von Graphiken dargestellt.

Zudem hat die Doktorandin Corinna Eberherr beiktstellung des Manuskripts mitgewirkt.

Zur Publikation “"Highexpression of IGF2-derived intronic miR-483 presliciutcome in

hepatoblastoma hat die Doktorandin Corinna Eberherr die TagM&®Re expression assays
und die Versuchsplanung als auch die AuswertungEdgebnisse etabliert und durchgefihrt.
Zudem war die Doktorandin Corinna Eberherr bei Hestellung des Manuskripts und der

Graphiken beteiligt.
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4. Zusammenfassungen

4.1. Deutsche Zusammenfassung

Lebertumore treten sehr selten im Kindesalter aobev das Hepatoblastom die haufigste
maligne Lebertumorart darstellt und meist in destesr drei Lebensjahren diagnostiziert wird. In
den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die Tgenese dieses sehr frih auftretenden
embryonalen Tumors nicht alleine auf die wenigenegjschen Veranderungen zuriickzufihren
ist. Vielmehr scheinen epigenetische Modifikationemd eine verdnderte Expression
verschiedener Gene entscheidend zur Tumorentstdieingtragen. Die Standardtherapie beim
HB hat zum Ziel durch die pre-operative Chemothieralen Tumor so zu verkleinern, dass er
operabel ist, um ihn chirurgisch und mit einer daldenden Chemotherapie vollstandig zu
entfernen. Dieser Therapieansatz zeigt einen setengBehandlungserfolg und erzielt eine 3-
Jahrestuberlebensrate von Uber 95% bei den StarsdeoelPatienten. Unglicklicherweise,
sprechen die Hochrisiko-Patienten auf die herkdwimeliTherapie meist weniger erfolgreich an
und haben nach wie vor eine leider schlechte Pesgndudem kdnnen die angewendeten
Chemotherapeutika schwere Nebenwirkungen und msée Organschaden verursachen.

Das Thema dieser Doktorarbeit war es das Onkoge€MN#ls mogliches neues therapeutisches
Target zu identifizieren bei padiatrischen Leberuan. In diesem Zusammenhang wuide
vitro die Wirksamkeit der beiden MYCN Inhibitoren MLN823und JQ1 beiMYCN
Uberexprimierenden pdadiatrischen Lebertumorzellels @otentiell neue zielgerichtete
Therapieanséatze untersucht Desweiteren haben wserem Fokus darauf gelegt, ob die
mMiRNA23B- und miR483-Expression als neuer moglicBemarker die Risikostratifizierung
bei HB-Patienten erlaubt.

Genexpressionanalysen haben gezeigt, dass das @nKdyCN beim HB als auch bei
padiatrischen TLCTs und HCCs Uuberexprimiert wirdiedD ist auf eine gesteigerte
transkriptionelle Aktivitat des antisense TransteldY CNOSzurlickzufihrenAufgrund der von
uns nachgewiesenen Hypomethylierungen in den Pegnegionen vorMYCN und MYCNOS
tragt vermutlich ein epigenetischer Mechanismus verandertenMYCN sowie MYCNOS

Expression bei. Daher stellt MYCN ein vielversprenties Target fuMYCN tUberxprimierende
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Tumore dar. Als Resultat eines transient®lYCN knock downs in den péadiatrischen
Lebertumorzelllinien konnten wir eine Abnahme deti\talitat beobachten. Daher fokussierten
wir uns darauf ob die MYCN Inhibitoren MLN8237 ud@®1 einen inhibierenden Effekt auf das
Zellwachstum der padiatrischen Lebertumorzellliniesboen. Die beiden MYCN Inhibitoren

MLN8237 und JQ1 fuhrten zu einer signifikanten Radwung von MYCN entweder auf RNA-

oder auf Proteinebene bei den behandelten padtagnsLebertumorzelllinien. Die Behandlung
der péadiatrischen Lebertumorzellen mit MLN837 ur@lJbewirkte eine Dosis abhangige
Hemmung des Lebertumorzellwachstums, bei gleicigegiinduktion der Apoptose. Wéahrend
MLN8237 Spindelstérungen und einen damit assoeiei®2 Arrest ausloste, fihrte JQ1 zu
einem G1/GO Arrest. Zusammenfassend stellt dieblahing von MYCN bei Patienten mit

MYCN Uberexprimierenden Tumoren eine vielversprechefugrapieoption dar, insbesondere

bei Hochrisiko-Patienten.

Die zweite Studie beschéaftigt sich mit der Idemidiung eines prognostisch relevanten
Biomarkers des Hepatoblastoms auf MicroRNA-Eberehdd haben wir uns darauf fokussiert,
die klinische Relevanz der bereits beschriebenanR+Signatur bestehend aus miR-371, miR-
373 miR-100 und let-7a bei einer unabhangigen Kwhoron HB-Patienten nochmals
nachzuweisen. Zudem haben wir untersucht, ob dignmstische Relevanz von miRs optimiert
werden kann. Dazu haben wir die bereits bestehdnadéRr-Signatur durch vier weitere miRs
namlich miR-23b-5p, miR-23b-3p, miR-483-5p und ndi&3-3p, welche eine biologische Rolle
beim HB spielen, ergédnzt. Daraus ergab sich, dassunch die Verwendung der 4-miR-Signatur
keinen Zusammenhang zu klinischen Parametern Iserenunabhangigen HB-Patientenkohorte
und auch keinen Effekt auf die Vorhersage des Ouésodieser Patientengruppe nachweisen
konnten. Auch die miR-23 Expression spielt keindldlozgl. der Risikostratifizierung und tragt
daher auch nicht zur Optimierung der Unterteilueg Batientengruppen bei. Allerdings zeigte
sich, dass die Erweiterung der 4miR-Signatur, uenrdiR-483 Expression beider Transkripte,
die Vorhersage der Uberlebensrate der beiden Ratigmuppen Cml und Cm2 signifikant
gesteigert hat. Des Weiteren haben wir festgestelitss die neue 6-miR-Signatur zur
Verbesserung der Risikostratifizierung bei Hochkogatienten beitrdgt bzgl. Outcome,
PRETEXT Stadium und invasives Gefal3wachstum. Irmsgestellt die neu beschriebene 6-miR-
Signatur bestehend aus miR-371, miR-373 miR-100 lettda, miR-483-5p and miR483-3p

einen neuen potentiellen Biomarker dar, um die Foeg und das Outcome von HB-Patienten
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vorherzusagen. Jedoch ist es notwendig, die Studie einer grol3eren Patientenkohorte

weiterzufthren.

4.2 Summary in English

Liver cancer is a rare disease in childhood andntbst frequent type is hepatoblastoma (HB)
mainly diagnosed at the first three years of Ietually the tumor genesis of this pediatric liver
malignancy is not only generated by genetic charigather, epigenetic events and aberrant gene
expression make a decisive contribution to tumoreltmment. At the moment the standard
treatment of HB is used to reduce tumor mass byopezative chemotherapy and complete
elimination of the cancer by surgical removal aaliofved chemotherapy. The existing therapy
strategy results in a very good treatment succébsanthree-year overall survival rate of 95% for
the standard risk group. Unfortunately, the prognt® high-risk patients is poor due to limited
effects of the chemotherapy. Additionally, the @&blchemotherapy in HB treatment is able to

affect adverse events leading to serious organ gama

The topic of this dissertation was to identify avelotargeted therapy option in pediatric liver
tumors based on the oncogene MYCN. In this contextexamined the effect of two MYCN
inhibitors MLN8237 and JQ1 foMYCN overexpressing pediatric liver cancer cell lints.
addition, our interest also was to elucidate if sueament of miRNA23B-expression and miR-
483 expression could be used as new potential bl@ndor early risk stratification of HB

patients.

Here, we show the oncogeYCNto be generally upregulated in HB as well as idigteic
TLCT and HCC due to transcriptional activity of &stisense transcripdYCNOS We found the
promoter regions of botMYCNandMYCNOSto be hypomethylated, suggesting an epigenetic
mechanism by which their aberrant expression isadgad. Therefore, MYCN is a potential target
for MYCNoverexpressing pediatric liver tumors. We obsened liver cancer cell lines showed
a reduction of cell viability after transient knodkwn ofMYCN Thus, our interest was focused
on the effects of MYCN inhibitors namely MLN8237ddQ1 regarding growth inhibition of
pediatric liver cancer cell lines. We showed thaatment of pediatric liver cancer cell lines by
both MYCN inhibitors MLN8237 and JQ1 caused sigrafit reduction oMYCN either at RNA
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or protein level. In Addition MLN8237 and JQ1 in@udose-dependent reduction of cell viability
and trigger apoptosis. MLN8237 treated liver caroedl lines indicate spindle disturbances and
G2 arrest, whereas JQ1 is able to cause G1/GOt.af@es findings suggest MYCN as a
promising target for HB and the two MYCN inhibitd".N8237 and JQ1 as a potent auspicious
therapy strategy in patients wilhY CNoverexpressing tumors. Especially high risk pasievith

poor outcome might benefit from this targeted thgrmeatment.

MicroRNAs have emerged as important regulatory @igyin various cancers. Their role as
biomarker to predict outcome in HB has still to #etermined. In this present study, we
examined the clinical relevance of the describent-foiR signature consisting of miR-371, miR-
373 miR-100 and let-7a in an independent cohortiBf patients. In addition we focused our
interest on the prognostic role of further miRsagey in HB and that is miR-23b-5p, miR-23b-
3p, MiR-483-5p and miR483-3p.The recently descrifmed-miR signature was used for risk
stratification of HB patients concerning their pnogis. Using the four-miR signature for risk
stratification showed no correlation between chlihigsk parameters and patient outcome in our
independent cohort of HB patients. Furthermore,irafidhe miR-23b-5p and miR23b-3p
expression to the existing four-miR signature Has ao potential to optimize the discriminating
power because there is no link to any clinical peater. However, we could reveal the two
distinct groups Cm1 and Cm2 with significantly difént overall survival by integration both
variants of miR-483 into the four-miR signature.ditbnally, we investigated the association of
the new 6miR-signature with any clinical risk factds a result, we found that Cmz2 high risk
patients have a poor outcome affiliated to extensimor growth (PRETEXT IV) and vascular
infiltration. In conclusion, the new described 6R¥signature consisting of miR-371, miR-373
miR-100 and let-7a, miR-483-5p and miR483-3p isblesaas new potential biomarker for
prognosis and outcome of HB patients. Howeverh@rrinvestigation in a larger patient cohort is

required.
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Abstract. Hepatoblastoma (HB) is the most commaon liver
tumor in children under the age of 3 years worldwide.
While many patients achieve good outcomes with surgical
resection and conventional chemotherapy, there is stll a
high-risk population that exhibits a poor treatment response
and unfavorable prognosis, which warrants the search for
novel treatment options. In recent years, it has become clear
that genetic events alone are not sufficient to explain the
aggressive phenotype of this embryonal malignancy. Instead,
epigenetic modifications and aberrant gene expression seem Lo
be key drivers of HB. In the present study, expression analyses
such as reverse transceription-gquantitative polymerase chain
reaction revealed that the oncogene, MYCN proto-oncogene
basic-helix-loop-helix transcription factor (MYCN) was
upregulated in HB and other pediatric liver tumors, due o
the transcriptional activity of its antisense transcript MYCN
opposite strand (MYCNOS). Pyrosequencing demonstrated
the hypomethylated regions in the promoter of MYCN and
MYCNOS, suggesting that an epigenetic mechanism may
underlie the induction of aberrant expression. Transient MYCN
knockdown in HB cells resulted in growth inhibition over
time. In addition, treating HB cells with the MYCN inhibitors
JQ1 and MLNE237 led to the significant downregulation of
MYCN either at the mRNA or protein levels, respectively. The
underlying mechanism of action of the two inhibitors was
revealed to be associated with the induction of dose-dependent
growth arrest, by arresting cells at either the GU/GOD or G2
phase. Furthermore, MLNE237 and JQ1 were able to cause
spindle disturbances and/or apoptosis in HB cells. The present
results suggest that MYCN may be a promising biomarker for
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Surgery, Dr, von Hauner Children's Hospital, University Hospital,
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HB and a potential therapeutic targel in patients with tumors
overexpressing MYCN,

Introduction

Hepatoblastoma (HB) is the most common type of liver tumor
in children worldwide and mainly affects infants and toddlers
between the ages of 6 months and 3 vears (1), The characteris-
tically early manifestation of these embryonal tumors suggests
that comparatively few genetic alterations are necessary for
the formation of a malignant phenotype (2). In fact, systematic
analysis of HB by exome sequencing revealed mutations in
the [i-catenin (CTNNBI) gene as the only recurrent alteration,
which oceurs in approximately two-thirds of all patients (3,4).
The oncogenic mutation of CTNNEI is known to trigger the
pathological activation of the Wnt signaling pathway, which
can also occur in CTNNBI-wildtype HB via mutations in the
genes, adenomatous polyposis coli, axin 1 and axin 2 (3.6).
Notably, the activation of mutant Cinnbl in liver progenitor
cells has been shown to cause the development of HB in mice
by 26 weeks of age (7). However, although Wnt activation
has been proven to drive the development of pediatric liver
tumors, identification of other molecular mechanisms that are
responsible for the manifestation of different histopathological
subtypes of HB and more importantly the varying response to
chemotherapy and thus the outcome is still warranted (8).
The use of genome-wide expression analysis methods has
not only helped to improve our understanding of the molecular
mechanisms that drive tumorigenesis but, by identifying
subtype-specific changes, fuels the hope of achieving the
biomarker-based stratification of tumors, and thereby improve
prognosis estimation and risk-adapted therapies (9. A first step
in this direction in the field of HB has been the description
of a unigue gene signature which allows for, based on an
expression determination of only 16 genes, the classification
of HB into 2 tumor subtypes (10). These subtypes not only
reflect the different phases of liver development, but also
show a strong prognostic divergence (10). Thus, tumors of the
so-called Cl subtype exhibit a higher degree of differentiation
with mostly fetal histology and a better prognosis, while
the C2 tumors usually have an embryonic differentiation
with a poorer prognosis and a higher tumor stage. One of
the genes with a significant differential expression between
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Cl and C2 tumor subtypes was MYCN proto-oncogene
basic-helix-loop-helix transcription factor (MYCN), which
maps o 2p24.1, a chromosomal region known to be frequently
duplicated in HB (11). Upregulation of MYCN expression
serves a crucial role in several tumors, such as lung and breast
cancer as well as malignancies of neural origin including
glioblastoma, medulloblastoma and neuroblastoma (12). In
neuroblastoma, transcriptional upregulation is mainly caused
by the amplification of the MYCN locus (13). MYCN encodes a
nu¢lear phosphoprotein that dimerizes with MYC interacting
protein X to form a complex that binds to the regulatory
regions of MYCN-regulated genes (14). It is generally believed
that aberrant MYCN expression increases cellular proliferation
by inducing cell-cycle progression as well as inhibiting
apoptosis (15). Taken together, these findings qualify MYCN
as an interesting target for the treatment of HB.

Materials and methods

Patients and twmor cell lines. A total of 61 liver tumor
specimens [47 HB, 4 transitional liver cell tumors (TLCT),
and 10 pediatric hepatocellular carcinomas (HCC)] were
obtained from 61 pediatric patients (32 males, 29 females)
undergoing surgical resection in the Department of Pediatric
Surgery (University Hospital, LMU Munich, Munich,
Germany). The inclusion criteria were that the patients were

aged <20 years and had a histologically proven diagnosis of

HB., TLCT or HCC. Patients with underlying liver disease
were excluded from the study. The clinicopathological
features of the patients are presented in Table 1. Wrilten
informed consent was obtained from each patient or the
parents il younger than 12 years and the study protocol was
approved by the Ludwig-Maximilians-University Ethics
Committee (Munich, Germany: no. 431-11). Furthermore,
3 buman HB cell lines were used, including HepT1 (provided
by Dr. Torsten Pietsch, Institute of Neuropathology, University

of Bonn, Bonn, Germany), HUHG (Japanese Collection of

Research Bioresources, Osaka, Japan) and HepG2 (American
Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) as well as the
hepatocellular carcinoma cell line HUH7 (kindly provided
by Dr. Enrico de Toni, Department of Medicine 2, University
of Munich, Munich, Germany). Cells were grown at 37°C in
RPMI-1640 medium (Gibeo; Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham. MA, USA) containing 10% fetal call serum (FCS;
Gibeo; Thermo Fisher Scientific, Inc.), 1% antibiotics and
glutamine supplement.

Reverse transcription-guantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR). RNA extraction and purification of tissues and
cells as well as cDNA synthesis were performed as described
previously (16). Quantification of gene expression was conducted
using TagMan®Gene expression assays (Applied Biosystems:
Thermo Fisher Scientific, Inc.) for MYCN (Hs00232074_ml),
MYCNOS (Hs01040745_ml) and the house-Keeping gene
TATA-box binding protein (TEP; Hs00427620_ml) as well as
the TagMan universal MasterMix II {Applied Biosystems:
Thermo Fisher Scientific, Ine.) according to the manufacturer's
instructions. Primer sequences are commercially unavailable
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). RT-gPCR
amplifications were conducted in doublets on a Mastercycler

EBERHERR et ol TARGETING MYCN EXPRESSION USING MLNE237 AND JQ1 IN HEPATOBLASTOMA

Realplex® instrument (Eppendorf, Hamburg, Germany) and
consisted of 2 min vracil-N-glycosylase incubation at 50°C,
10 min DNA polymerase activation at 95°C, and 45 cycles
of 15 sec denaturation at 95°C, and primer annealing and
extension for 1 min at 60°C. The 27 method was used to
caleulate the relative mRINA expression levels from the means
of MYCN/MYNCOS and TBP (17).

Immunchistochemistry. Frozen tumor lissue seclions were
embedded in Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature
compound (Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, USA;
5 pm-thick)., were fixed for 10 min in ice-cold acetone
and endogenous peroxidase activity was guenched using
0.3% hydrogen peroxide in bi-distilled water for 10 min.
Following 1 h of blocking with 10% FCS at 37°C, the mouse
anti-human N-MYC antibody clone BEA4.B (cal. no. s¢-53993;
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) diluted
to 1:200 in PBS was applied to the sections, which were
then incubated overnight at 4°C. Following three washes
with PBS, the sections were then covered with one drop of
anti-mouse immunoglobulin G (IgG; ImmPRESS HRP
reagent kit; Vector Laboratories, Inc.: Maravai LifeSciences,
San Diego, CA, USA} and incubated for 30 min at room
temperature. Signal detection was conducted using the liquid
3.3 -diaminobenzidine substrate chromogen system (Dako;
Agilent Technologies, Inc.. Santa Clara, CA, USA) for 30 min at
37°C. Sections were then counterstained with hematoxylin for
5 min at 37°C and mounted with glycergel mounting medium
(Dako; Agilent Technologies, Inc.). Consecutive sections of
the same tumor tssue were then stained with hematoxylin
and eosin without prior immunohistochemical detection and
used for histopathological evaluation on an Axioplan light
microscope (Zeiss GmbH, Jena, Germany) at a magnification
of x100 and x200.

Proliferation assays. Cell proliferation was assessed using
3-{4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assays. Cells (of all cell lines) were seeded at a
density of 5-10x10° cells per well into 96-well plates (NUNC,
Langenselbold, Germany) in 100 gl cell culture medium.
Following overnight attachment. cells were treated for 48 h at
3T°C with various concentrations (1, 10, 100 nM, 1 and 10 gM)
of MLN8237 (Alisertib; Axon Medchem, Groningen,
Metherlands) and Q1 {BIOMOL International; Enzo Life
Sciences, Inc., Farmingdale, NY, USA) or the solvent DMSO
(Merck KGaA). Cell lines were alternatively transfected with
200 nM small interfering (s1)-RNA Hs. MYCN_6 FlexiTube
sIRNA(SIOZ0R7518: 5-COTGOCGGAGTTGGTAAAGA A3
Qiagen GmbH, Hilden, Germany) or 200 nM siGENOME
non-targeting siRNA #1 (GE Healthcare Dharmacon, Inc..
Lafayette, CO, USA; sequences are commercially unavailable)
by electroporation and then directly cultured at a density of
5-10x10° cells in 96-well plates overnight at 37°C prior (o
subsequent experimentation.

To assess cell viability, 10 gl MTT (Sigma-Aldrich;
Dramstadt, Germany) labeling agent (5 mg/ml in PBS)
was added to each well prior to 4 h incubation at 37°C.
Media-containing wells without cells were used for back-
ground estimation, For cell lysis, 100 gl of the SDS-HCI
solution (109 SDS/0OIM HCI) was added to each well. The

36



ANHANG ORIGINAL PUBLIKATIONEN

INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY 54 [853-1863, 2019

1855

Table I. Clinicopathological features of different types of pediatric liver cancers and their association with MYCN and MYCNOS

gene expression.

Patients with pediatric liver cancer, n P-value
Category HEB (n=47) TLCT (n=4) HCC (n=10y MYCN MYCNOS
Age range (months) 0-36 11-128 92-199 0.8414 (.3881
Metastasis 09195 0.5297
No 30 3 7
Yes 17 1 2
Vascular invasion 0.4371 0.5526
No 38 3 7
Yes 9 1 2
Multifocal growth 0.7421 08147
No 35 2 f
Yes 12 2
Extrahepatic growth 00,8020 08270
No a4 4 f
Yes 3 0 2
PRETEXT stage 0.7402 05787
1 3 0 2
il 12 2 2
il 21 1 i
kY 11 1 0
Embryonal histology 0.0166 0.0130
No 34 4 na.
Yes 13 0 na.
Outcome 0.2936 08646
Alive 40 3 g
Succumbed 7 1 2

“For 3 HCC patients, only limited clinical data were available so some categories do not present the data of the entire patient cohort. n.a., not
applicable; HE, hepatoblastoma; TLCT, wransitional liver cell wmor; HCC, hepatocellular carcinoma,

plate was incubated overnight at 37°C. Cell viability was
detected by measuring the optical density at a wavelength of
595 nm using the GENios multi scanner microplate reader
(Tecan Group, Lid., Minnedorf, Switzerland). Each experi-
ment was performed in duplicate.

Cell sereening assay. Morphological chunges were detected
by means of microscopy once the cells had been treated for 48
h at 37°C with vehicle (DMSO), 10 pM MLNE237 (in HepG2
cells only) or 1O pM MLNSE237 (in HepT1, HUH6 and HUH7
cellsy, or 10 g JOQI (in HepTT and HepG2 cells) or 0.5 pM
JQ1 {in HUHG6 and HUH7 cells) using an inverted Axiovert
40 CFL microscope (Zeiss GmbH) equipped with a Powershot
Go digital device (Canon, Inc., Tokyo, Japan).

Western blot analysis. Cells were seeded at a density of 1x10°
per 10 em cell culture dish, Following overnight attachment,
cells were treated for 48 h at 37°C with MLNS8237, 11 (both
at 10 uM for HepTl and HepG2, and 0.5 pM for HUH6 and
HUHT) or DMS0. Once treated. non-adherent and adherent

cells were pooled together in ice-cold lysis buffer [0.5% Triton
X-100, 1 mM sodium orthovanadate and ¢cOmplete Mini
protease inhibitor (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)].
Protein lysates were incubated on ice for 30 min with occasional
vortexing. Following centrifugation for 30 min at 4°C and
13,000 % g, protein lysates without cell debris were stored at
4°C until use. The protein concentration was determined by a
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA). Proteins (20 pg) were loaded on a 4-12% BIS
TRIS NuPage Gel (Novex; Thermo Fisher Scientific, Inc.),
separated under reducing conditions and then transferred
to a nitrocellulose blotting membrane (GE Healtheare Life
Sciences, Little Chalfont, UK). Thereafter. membranes
were blocked with PBS/00% Tween-2005% non-fat dry milk
overnight at 4°C. Next, antibodies including mouse anti-human
N-MYC clone B8.4.B (1:500; cat. no. sc-53993; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), rabbit anti-human poly(adenosine
diphosphate-ribose) polymerase (PARP:; 1:1,000; cat.
no. 9542) or rabbit anti-human f-actin (1:2,500; cat. no. 49675;
both Cell Signaling Technelogy, Inc., Danvers, MA, USA)
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were added to the cells overnight at 4°C. For detection,
membranes were incubated for 1 h at room temperature with
horseradish peroxidase-conjugated polyclonal goat anti-rabbit
immunoglobulin secondary antibody (1:2,000; cat. no, PO448;
Dako; Agilent Technologies, Inc.). Signals were captured using
the enhanced western blotting reagent detection system and
Hyperfilm high performance autoradiography films (both GE
Healthcare, Chicago, IL, USA).

Apoptosis and cell cycle analysis. Cells (all cell lines) were
seeded in 6-well plates and following 24 h, exposed to DMSO,
MLNE237 or IQ1 at various concentrations {10 pM for
HepG2, and 1 pM for HepT1, HUHG6 and HUHT) for 48 h at
37°C. Fixation and permeabilization of cells were performed
by the dropwise addition of 70% ethanol while vortexing
and incubating at -20°C for at least 2 h. Permeabilized
cells were washed with PBS and DNA was stained using
0.02 mg/ml propidium iodide (Sigma-Aldrich; Merck KGaA)
and 0.2 mg/ml RNaseA (Qiagen, Inc.. Valencia, CA, USA)
in PBS/0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich; Merck KGaA)
for 30nmin at room temperature in the dark. The cell cycle
was analyzed with a BD-LSRFORTESSA flow cytometer
(BD Biosciences, Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA) and Flowing software 2.5.1 (www.[lowing-
soltware com/).

Immunofluorescence siaining. A total of 7.5x10° cells (all
cell lines) were plated onto Lab-Tek IT Chamber Slides
{Thermo Fisher Scientific, Inc.) with a diameter of 18 mm
and then incubated in 12-well plates overnight at 37°C prior
to treatment. Following 24 h of treatment with MLNS8237
or DMS0O at the indicated concentrations (10 pM for
HepG2, and 1 pM for HepT1. HUH6 and HUHT), cells
were fined in 4% formaldehyde-phosphate-buffered saline
for 15 min at room temperature, permeabilized for 15 min
with 0.15% Triton X-100 in PBS at room temperature and
blocked for 30 min with 1% bovine serum albumin (BSA:
no, 8076.1; Carl Roth GmbH + Co., KG, Karlsruhe, Germany)
in PBS at room temperature. Cells were then incubated with
rat-anti-human w-tubulin (cat. no. CBL270; EMD Millipore,
Billerica, MA, USA) 1:100 diluted in 19 (v/v) BSA in PBS
overnight at 4°C in a wet chamber. Following several washing
steps with PBS, cells were permeabilized for 10 min with
0.15% Triton X-1000 in PBS at room temperature and blocked
for 7 min at room temperature in 1% (v/v) BSA in PBS. Cells
were then incubated for 45 min in the dark with Alexa Fluor
535 Goat anti-rat IgG (H+L) (Life technologies, Carlsbad,
CA, USA) at a dilution of 1:2000. After three rinses with PES,
microscope slides were mounted with Vectashield containing
4.6-diamidino-2-pheylindole (DAPL) (Vector Laboratories
Ine., Burlingame, CA, USA). Images were acquired using the
Olympus FluoView™ FV1000 confocal microscope.

Bisulfite pyrosequencing, The methylation status of 3 CpG-rich
regions at the MYCN/MYCNOS locus was determined via
bisulfite pyrosequencing. Briefly, the genomic DNA of 30 HB
and 11 normal liver tissues was bisulfite modified using an
Epitec Bisulfite kit (Qiagen, Inc.) according to the manufac-
turer's instructions. Subsequent PCR amplification was
performed using the tollowing forward (F) and reverse (R)
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pyrosequencing primers (PS) designed with PyroMark Assay
Design software (Qiagen, Inc.): PSI-F, biotin-GGTGTGTTA-
GATTTTTTAGTTAAT and PS1-R, ACAAACCCTACT
CCTTACCT: PS3-F, GAGAGTTAGAATTTTGTAGTTAGG
AATAGT and PS3-R. biotin-TCCCCCCCTCCTTTTATATA-
CAAACTATCT:andPS4-FAGTTTTTAATTAAGTTATTGG
TAGGAGTAT and PS4-R, biotin-AAACACCCATATCCA-
CAAATCC. Pyrosequencing was performed with the
sequencing primers PS1-5 (ATATCCTCCAATAACTAC
AATCTAT), PS3-5 (AATGGTAGTTTTTAAAGTT) and
PS4-3 (AGTTATTGGTAGGAGTATTTT). and data analysis
was performed with the PyroMark Q24 system (Qiagen, Inc.)
following the manufacturer's instructions.

Sratistical analyses. Datawere expressed as the mean £ standard
deviation, and statistical analyses were performed with the
Student’s unpaired or paired (-test, the Spearman's r correlation
test and the Mann-Whitney-U test. Grouped analyses were
performed by employing non-parametric one-way analysis
of variance (ANOVA) with a Dunn's correction for multiple
comparisons or two-way ANOVA with a Bonferroni post
hoe test. P<0,05 was considered to indicate a statistically
significant difference. GraphPad Prism 6 biostatistics soltware
{GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) was used for all
statistical analyses.

Results

MYCN is upregulated in pediatric liver tumors due to the
transcriptional activity of ity antisense transcript, MYCNOS.
MYCN expression was initially measured via RT-gPCR at the
mENA level in a comprehensive tumor collection consisting
of 47 primary HB, 4 TLCT, 10 pediatric HCC, 4 liver tumor
cell lines and 16 non-tumorous liver samples. The results
revealed a significant upregulation of MYCN expression in
all wmor samples and cell lines, when compared with normal
liver tissue (Fig. 1A). Notably, the marked MYCN upregulation
gradually increased across the samples, from HCC (16.2-fold)
to TLCT (57.3-fold) and finally to HB (87.4-fold). In addition,
histological (Fig. 1D) and immunohistochemical staining
for MYCN protein (Fig. 1E) in HB tissues demonstrated
that MYCN overexpression originated from tumor cells.
As pediatric liver cancers lack amplifications at the MYCN
locus (3), the present study next investigated if the antisense
transcript MYCNOS, which maps to the same region on
the opposite strand (Fig. 2A) and has been reported to
positively regulate MYCN transcription (18). is associated
with MYCN overexpression. The results revealed a significant
overexpression of MYCNOS in all tumor samples, again with
highest upregulation in HB tissues (Fig. 1B). Consistent with
these results, a highly significant correlation between MYCN
and MYCNOS mRNA levels was detected (Fig. 1C).

In order to validate the prognostic value of this data,
correlations between MYCN and MYCNOS expression
and clinicopathological characteristics were evaluated. By
comparing the expression levels between patients with or
without clinical high risk features such as metastasis, vascular
invasion, multifocal or extrahepatic growth, high PRETEXT
stage, embryonal histology, and age of onset >5 years, it
was demonstrated that embryonal histology was the only
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Figure 1. Expression analysis, Expression levels of (A) MYCN ond (B) MYCNGS in the NL. HB. TLCT and HCC as well as the 4 liver tumar cell lines were
measured by reverse tanseription-guantitative polymerase cham reaction and normalized o the expression of the howse-keeping sene TEP, with the mean pre-
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r carrelation. (I and E) Representative photographs {magnitication, x100; scale bars. 200 pmy of o (1) hemutoxylin and eosin and (E) MYCN stained
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characteristic to be significantly associated with high MYCN
and MYCNOS expression (Table [}, There was no expression
difference in regard to outcome. Collectively, these results suggest
that concomitant overexpression of MYCN and MYCNOS may
be a generul phenomenon in pediatric liver tumors, especially in
those with more undifferentiated histology.

Hypomethylation of the MYCNIMYCNOS [ocus iy associated
with high expression {evels. DNA methylation has been
described as an important molecular mechanism to control
the transcriptional activity of genes (19). By examining
3 CpG-rich regions located at the interface of MYCN and
MYCNOS (Fig. 2A) by means of pyrosequencing, the present
study reported a low methylation level of <15% in all of
the investigated samples (Fig. 2B-E). Notably, the median
methylution level was significantly lower in the 30 pediatric
liver tumors when compared with the 11 normal liver samples.
Consequently, MYCN (Fig. 2ZF-H) and MYCNOS (data not
shown) expression was negatively correlated with DNA
methylation levels.

Transient MYCN knockdown impedes the groweh of HB
cells. Having revealed that MYCN was overexpressed in the
vast majority of pediatric liver tumors, the present study then
evulated whether liver tumor cell growth is dependent on
MYCN. siRNA-mediated knockdown of MYCN in HepTl,
HUH® and HUHT cells (the cell lines thal exhibited high
MYCN expression levels; Fig. 1A). was therefore emploved.
Following transient transfection, the expression levels of

MYCN mRNA were significantly reduced after 24,48 and 72 h
when compared with the control transfected cells, being the
most efficient following 24 h (Fig. 3A). The levels of MYCNOS
expression was unchanged (data not shown). To assess whether
the reduced mRNA levels of MYCN had an impact on cell
proliferation, the present study generated cell growth curves
over & time course of O, 24, 48 and 72 h for MYCN depleted
and control cells using MTT assays. Transient Knockdown of
MYCN led to a slightly impeded growth rate in HepT'l, HUHG
and HUH7 ¢ells when compared with control transfected cells
during the first 2 days (Fig. 3B). However, the cell growth
rate of HepT] and HUHG cells recovered 72 h post-transient
SIMYCN transfection, which could be associated with the
decline of MYCN knockdown.

MLNS2Z37 and JOT impact MYCN either at the protein or
RNA level. In order to sustain the anti-proliferative effect
observed following sSiIRNA-mediated M YCN mnhibition, the
present study examined the effects of MLNE237 and IQ1,
2 known MYCN inhibitors already pre-clinically tested
in various types of cancers (18,19), on the viability of liver
cancer cells, The small molecule MLNE237 is believed to
disrupt the Aurora-A/MYCN complex, thereby promoting
the degradation of the MYCN protein mediated by F-box and
WD repeat domain containing 7 ubiquitin ligase (20). Q1 is
an inhibitor of the bromodomain and extraterminal domain
family of bromodomains that displaces the bromodomain
containing 4 domain from the A YON promoter and thus causes
a potent depletion of MYCN transcription (21). As anticipated,
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MLNS237 treatment resulted in a marked reduction in MYCN
protein levels in the 3 tumor cell lines with high MYCN
expression, namely HepTl, HUH6 and HUH7T (Fig. 4A).
Notubly, a concomitant reduction in MYCN transcripts was
also observed in HepT1 and HUHT cells, for which there is
currently no explanation al the molecular level. By contrast,
the mujor effect of JQI trestment was the downregulation of
MYCN mRNA observed in all tumor cell lines, which resulted
in reduced protein levels in the three cell lines that highly
expressed MYCN (Fig. 4B). The low MYCN expressing cell
lime, HepG2 (Fig. 1A). exhibited unchanged protein levels
upon treatment with JQ1 and MLN&237 (Fig. 4A and B). In
conclusion, MLNE23T and JOQI are potent MYCN inhibilors

that interfere with MYCN protein abundancy via different
molecular mechanisms,

MEINSZ3T and JOI induce dose-dependent growth arrest by
trapping cells in either the GI/GO or G2 phase. To investigute
the role of MYCN inhibition as a possible trealment option in
pediatric liver tumors, the present study examined the effect
of MLNE237 and JQI on the viability of 4 liver cancer cell
lines using MTT assays. Treatment with MLN8237 resulted in
a potent reduction of cell viability in a dose-dependent manner
in the 3 cell lines with high MYCN expression, whereas the
MYCN low expressing cell line HepG2 was unaffected by
the treatment (Fig. SA). Similarly, treatment with low doses
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of JQI led to significant reductions in the viability of HUHG
and HUHT cells (Fig. 5B). Higher doses of 10 pM JQI were
reguired to induce a response in HepTl and HepG2 cells
(Fig. 5B). In addition, marked morphological changes were
also noted following treatment with MLNS237 and JQI, as
evidenced by enlarged, rounded and swollen cells or detached
and shrunken cells, respectively (Fig. 5C).
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In order to analyze the cause of these morphological
changes in more detail, the present study performed flow
cytometry-based cell cyele analyses: MLNS237 treatment
resulted in high levels of GZ/M arrest and ancuploidy in‘all
cell lines, while the fraction of cells in the GI/GO and S phases
were significantly reduced (Fig. SD). Notably, all liver tumor
cell lines exhibited an increase in the subGl peak, which is
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indicative of apoptotic events, In JQI-treated cells, a strong
induction of apoptosis was observed in all cell lines, as
indicated by the prominent subG1 peak. In addition, significant
GI/GD arrest was detected in the HUH6 and HUHT cells that
were highly sensitive to JQI treatment in the viability assays
(Fig. 5D). In conclusion, the MYCN inhibitors MLNE237 and
J1Q1 reduced cell viability and changed the morphology of
liver cancer cell lines by arresting cells either in the G1/GO or
G2 phase.

MINE237 and JQI cause spindle disturbancies andfor
apoptosis. As treatment with MLNS237, but not JQI, led
to cellular swelling and marked G2/M arrest, and is known
to induce spindle pole abnormalities (22, the present study
wanted to analyze if this may be due to disruption of the
mitotic spindle apparatus. Using immunofluorescent staining
of e-tubulin and confocal microscopy, discontinous spindles
and missegregated chromosomes in MLNE237-treated cells
were observed, whereas control cells displayed a proper
spindle apparatus and nicely ordered chromosomes in
metaphase (Fig. 6A).

As flow cytometric analysis of MLN8237- and JQ1-treated
cells showed a marked induction of apoptosis as evidenced
by the fragmented DNA in the subGl peak, the present study
winted to further corroborate this finding via a gqualitative
apopiosis assay, Western blot analysis revealed high levels
of proteolytically ¢leaved PARP, a known downstream event
elicited by caspase-induced apoptosis, following MYCN
inhibition by MLNS8237 and JQI. This result confirms
the assumption that the two MYCN inhibitors exert their
anti-proliferative capabilities at least in part through apoptosis
(Fig. 6B).

Discussion

Muolecular profiling of HB serves an important role in
stratilying patients into different risk groups (4). Due to the
strikingly low mutation rate, molecular stratification of HB
18 largely determined by gene expression rather than genetic
events (3). While the 16-gene HB classifier is already able
to divide patients into 2 distinet risk groups based on gene
expression signatures, additional biomarkers are required
to predict the efficacy of targeted therapeutics (10). The
present study revealed that MYCN and MYCNOS expression
was significantly upregulated in HB. Furthermore, MYCN
expression appeared to be a positive predictive marker for
the response to MYCN inhibition, since HB cells with high
MYCN expression were more susceptible to MLNE237 and
JQ1 treatment. Therefore, MYCN and MYCNOS might be
useful biomarkers for patients with HB in predicting their
response to treatment with MYCN inhibitors,

It is the patients in the high-risk group who would
particularly benefit from a more targeted therapy approach,
as they are normally treated with a combination of cisplatin
and doxorubicin (23). These two chemotherapeutic agents
cause common immediate side effects and doxorubicin in
particular has severe late effects including cardiomyopathy,
congestive heart failure and the development of secondary
malignancies that can arise years after the treatment has been
completed (24,25). Previous studies on other solid types of
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cancer have shown promising synergies when combining a
cisplatin-backbone with either JQI or MLNE237 (26.27). It
seems reasonable that HB patients with MYCN overexpressing
tumors might also benefit from a combined regimen of cisplatin
and a MYCN inhibitor, thereby reducing overall chemotherapy
doses and preventing the subsequent effects from the more
toxic and untargeted agents such as doxorubicin,

While M ¥Cisthe mostcommon deregulated protooncogene
in human cancers, MYCHN deregulation is rare and seems
to serve a specific role in pediatric malignancies (28,29).
MYCN expression is strictly controlled during embryonal
development and the activation of MYCN expression can
be observed in a variety of peditatric tumors including
neuroblastoma, medulloblastoma, rhabdomyosarcoma and
gliomas (30). Activation of MYCN in these tumors is generally
caused by amplification or alterations in other oncogenes that
are able to enhance the expression of MYCN or stabilize its
protein. MYCNOS has been shown to positively regulate
MYCN expression in rhabdomyosarcoma and neuroblastoma
harbouring MYCN-amplifications {31). Although MYCN is
not amplified in HB, the present resulis suggest that MYCNOS
may be an important driver of MYCN overexpression in HB.

Motably, a recent study reported that MYCN was able
to directly bind the promoter region of Lin-28 homolog B
(LINZ&E) and activate its transcription in neuroblastoma. In
fact, MYCN expression exhibited a strong postive correlation
to LIN2EB expression in primary neuroblastoma (32). Another
previous study demonstrated that elevated LINZSE expression
in neuroblastoma was in turn capable of interfering with the
let-7 mediated repression of MYCN (33). LIN2EB is able to
sequester let-7, leading to elevated MYCN expression and
neuroblastoma formation in mice (31). LIN2ZEEB 15 also a known
driver of HB as well as other liver-ussociated malignancies
and its overexpression was shown to be sufficient for HB
initiation and maintanence in mice (34). Notably, the present
study detected a strong correlation between LINZER and
MYCN expression in primary HB tissues (data not shown),
which is suggestive of an additional mechanism to trigger
MYCN overexpression, similar to the mechanims observed in
neuroblastoma,

In conclusion, the results of the present study suggest that
MYCN overexpression may be a common feature of pediatric
liver malignancies, comprising HB, TLCT and HCC. While
there seem to be various mechanisms through which MYCN
overexpression arises, MYCN itself appears to be a promising
biomarker for HB. Targeting MYCN with small molecules
such as MLNS2Z3T and JOQI may help wo improve outcomes and
reduce the long-term effects of conventional chemotherapy
protocols in patients with HB. However, preclinical testing of
the therapeutic efficacy of these inhibitors in patient-derived
HB xenograft models (33) 15 an absolute necessity.
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Abstract.

BACKGROUNIY: The role of microRNAs (miRs) as biomarkers to predict outcome in hepatoblastoma (HB). the most common
malignant liver tumor in childhoad, has still 1o be determined. Recently, the so-called four-miR signature has been described 1o
efficiently siraiifly HB patients according (o their prognosis.

OBJECTIVE: We examined the recently described four-miR signature for its elinical relevance in an independent validation
cohort of HB patients and tried o optimize its predictive value by analyzing four additional miRs involved in HB biology.
METHODS: Expression of eight miR was determined in 29 tumor and 10 normal liver samples by TagMan assays and association
studies and Kaplan-Meier estimators determined their clinical relevance.

RESULTS: Stratilying HBE patients by the [our-miR signature showed no difference in patients’ oulcome, which was also
reflected by the lack of association with any clinical risk parameter. Adding miR-23b-3p and miR-23b-3p did also not increase its
discriminating power. However, the integration of miR-483-3p and miR-483-3p into the four-miR signature could predict patients
with poor outcome that were associated with large umors and vessel invasive growth with high accuracy.

CONCLUSIONS: The expansion of the four-miR signature by miR-483 serves as a useful biomarker to predict outcome of HB
patients.

Keywords: Hepatoblustoma, biomarker, microRNA, four-miR signature, miR-483, IGF2, prognosis

. Introduction ger s (m s) vig imperfect base pairing, indue-
1. Introducti ger RNAs (mRNA. perfect base pairing, ind
ing translational repression or mRNA degradation [2].

The discovery of microRNAs (miRs) in 1993 has One miR is able to regulate a set of several mRNAs,
opened an entirely new level of regulation of gene ex- while one mRNA can be regulated by several miRs [3].
pression [1]. These short, non-coding RNA molecules The impaortance of miRs in various malignancies has
of 17-23 nucleotides length are regulators of most phys- emerged, since they can act either as oncogenes [4.5]
iological and pathological aspects of cell biology by or as tumor suppressors [6]. Besides its gene regulatory
binding to the 3"-untranslated regions of target messen- function miRs can also serve as diagnostic and thera-
peutic tools in oncology [7]. Tong et al. were able to

identify a 16-miR signature to predict cancer relapse
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rhotic patients [10] or the risk of disease progression
in patients with chronic hepatitis B [11]. Zhang et al.
established a 3-miR signature that was able to identify
early stage and low-level alpha feto protein { AFF) HCC
patients [12].

Hepatoblastoma (HB) is the most commeon malig-
nant childhood liver tumor with a vearly incidence of
1.5 per 1,000,000. The clinical outcome of HB patients
strongly depends on the age and the serum AFP level at
diagnosis, local extend of the disease, and the presence
of metastases [13]. Moreover, defining the tumor extend
in the liver before any treatment by the radiology-based
pretreatment extent of disease (PRETEXT) staging sys-
tem is of clinical relevance [14]. Standard risk patients
with no clinical risk factors have an excellent progno-
sis of 90% overall survival (0O8) [15]. However, high
risk patients with advanced age (= § years), low serum
AFP (< 100 ng/mL), extrahepatic, vessel invasive, large
PRETEXT IV or metastatic HB still face a poor out-
come of 50% 08 [16.17]. Cairo et al. could show that
outcome is also predictable by certain gene expres-
sion patterns [ 18], They described a 16-gene signature
that is based on the measurement of eight genes im-
plicated in normal liver homeostasis (APCS, CYPZEL,
AQP9, CIS, APOC4, HFD, GHR, ALDHZ2) und cight
genes associated with proliferative aspects of tumor
cells (RPL10A. NLEL, E2F5, DLGAPS, BUB |, IGSF1,
AFP. DUSP9). Tumors with high expression predom-
inantly of the former genes are defined as group Cl
and have a better outcome, whereas tumors with high
expression predominantly of the latter genes as group
C2 with worse outcome [18]. In 2010 they showed, that
the outcome could also be discriminated by a 4-miR
signature [19]. By analyzing the differential expression
ol miR-371, miR-373, miR-100 and let-Ta, they were
able to discriminate patents with good or poor over-
all survival (Cml or Cm2, respectively ). All miRs in-
cluded in the 4-miR signature are regulated by MYC,
which is one of the crucial players in the development
of HB [19]. Besides those four miRs, only limited data
exist on other prognostic miRs, One potential candidate
is miR-23b, which was already measured by Cairo et
al. [19], and has been previously described as a tumor
suppressor in various cancers [20,21] and a target of
MYC [22]. Furthermore, miR-23b-3p displays a prog-
nostic biomarker in HCC, as patients with low miR-23b-
3p expression had higher rates of vascular invasion and
metastases as well as poorer survival than patients with
high expression levels [23]. Another potential candidate
is miR-483, which has already been described to play
an oncogenic role in various human cancers, including

a1
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liver cancer [24]. In HCC, significant upregulation of
miR-483-5p could be associated with short-term recur-
rence and promated invasion and metastasis in vitro
by downregulation of activated leukocyte cell adhesion
molecule [25]. Similar results could be identified by Ma
et al., who described its positive role in proliferation of
mouse HCC cells by downregulation of suppressor of
cytokine signaling 3 [26]. In Wilms" tumors, a pediatric
cancer of the kidney, miR-483-3p was analyzed as part
of a positive feedback loop by upregulation of its host
gene insulin like growth factor 2 (JGF2) ilsell and could
be correlated with increased tumorigenesis in vive [27].
Interestingly, Wilms tumor and HB are both associated
with the Beckwith-Wiedemann syndrome, a congeni-
tal overgrowth and cancer predisposition disorder that
is caused by disruption of genomic imprinting at the
TGF2/miR-483 locus on chromosome 11pl5.5 [28].

In the present study, we examined the clinical rele-
vance of the four-miR signature in an independent co-
hort of HB patients and determined the prognostic role
of miR-23b and miR-483 expression in HB,

2. Materials and methods
2.1, Patient samples

We recruited 29 patients diagnosed with HB under-
going surgical resection in our department. Ten normal
liver samples were obtained from HB patients during
the surgical tumor resection. Fresh frozen samples were
stored in liguid nitrogen until examination. Diagnosis
of HB was confirmed by the reference pathology center
in Kiel, Germany, Clinical data were retrieved from the
German Pediatric Liver Tumor Register in Munich, Ex-
periments were undertaken with the understanding and
written consent of each subject. The study conforms
with the eode of ethics of the World Medical Associa-
tion (Declaration of Helsinki) and was approved by the
ethics board of the University of Munich (no. 431-11).

2.2, MicroRNA analysis by real-time PCR

Isolation of total RNA of HB and liver tissue was
performed using the Tri Reagent® (Sigma-Aldrich,
St Lowis, MO, USA) method according to the man-
ufacturer’s protocol, MicroRNA relative expression
was measured using the TagMan® MicroRNA Re-
verse Transcription Kit and TagMan®™ MicroRNA
Assays (all from Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) for let-Ta (#000377), miR-100 (#000437),
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miR-371 (#000559), miR-373 (#000561), miR-23b-
Sp (#000400), miR-23b-3p (#(02126), miR-483-5p
(#002338), and miR-483-3p (#M2339) as well as
RNU43 (#001095) as a housekeeping miR. The man-
ufacturer’s protocol was modified as follows: reverse
transcription was performed with 10 ng of total RNA
simultaneously for two target miRs and the housekeep-
ing miR in one reaction using the respective reverse
transcription primers. Quantitative real-time PCR was
performed using 1 gl of reverse transcription product,
I il of PCR primer. 10 pl of Universal Mastermix and
B pl of nuclease free water on a Realplex2 cycler (Ep-
pendor!, Hamburg, Germany ). Relative expression val-
ues were calculated by dividing the expression of each
individual miR by the expression of the housekeeping
miR RNU43.

2.3, Sratistical analysis

For comparison of miR expression in different sam-
ples we used unpaired f-test. Pearson r correlation test
was used to analyze dependency of expression between
miRs. Patient survival in different groups was estimated
using Kaplan-Meier plots. Results were considered sta-
tistically significant when the P-value was < (105, All
calculations were done with GraphPad Prism 6 (Graph-
Pad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3. Results
3.1, Patients' characteristics

A total of 29 HB specimens and 10 normal healthy
liver tissue samples (NL) were collected. Of the 29 HB
cases, 14 were from female and 15 from male patients
(Table 1). They were on average 34.5 months old at
the time of diagnosis. The average serum alpha feto-
protein {AFP) at diagnosis was 348,161 ng/mL. The
diagnosis was HB in 25 patients, and transitional liver
cell tumor (TLCT) according to Prokurat et al. [29] in
4 patients. Twenty were classified epithelial, whereas

9 were mixed type. PRETEXT (pretreatment extent of

disease) staging showed 3 patients with PRETEXT, 5
with PRETEXT I 13 with PRETEXT III and & with
PRETEXT IV. Multifocal tumor growth was found in
11, vessel invasive in 9, extrahepatic in 2, and metastatic
in 11 out of 29 HB patients. Seven out of 29 HB patients
died of disease to date, and 13 patients had the adverse
C2 subtype of the 16-gene signature according to Cairo
and colleagues [18].

Tahle 1
Study population characteristics in — 29)

Charicternstic Mumber

Male/female 15/14

Average {range) age at diagnosis 345 (0= 1140 months

.-\\-'cragr {rungc] AFP at rli.ugnnsjﬁ 348,161 ng.me {608
1,947 000 ng/mL)

Diagnosis 4 TLCT/25 HB
Histology subtype 20 epithelial/y mixed
PRETEXT
1 3
1 5
1 13
w #
Mulufocal 11
Vessel invasive ]
Extrahepatic 2
Metastatic I
Dicd of discase 7
CUCL (1 6-gene signature) [19] 16013

3.2, Evaluation of the four-niR signature in an
independent HE population

We conducted an expression analysis to assess the
capacity of the four miRs let-7a, miR-100, miR-371,
and miR-373 to stratify HB patients according to their
prognosis. Expression analysis of let-7a (Fig. IA) and
miR-100 (Fig. 1B} showed no differences in expression
levels between NL and tumor samples, but correlated
mildly wo each other (Fig, 1C). In contrast, expression
levels of the two miRs miR-371 (Fig. 1D} and miR-
373 (Fig. |1E) revealed a significant upregulation in HB
tumor samples compared to NL, with a very strong
correlation of both miR expression values (Fig. 1F).

Based on the four-miR expression profile. tumor sam-
ples were then classified as either Cml or Cm2 accord-
ing to Cairo and colleagues [19]. Kaplan-Meiler esti-
mator comparing both groups of patients displayed no
difference in overall survival (Fig. 1G). Along this line,
Cml and Cm2 grouping was not associated with clini-
copathological risk factors such as age at diagnosis > 5
vears, invasion into vessels, mixed or predominant fetal
histology, PRETEXT IV, extrahepatic, metastatic and
multifocal growth (Fig. 1H). However, the four-miR
signature was significantly associated with the 16-gene
signature (Fig. 1H), from which it has been initially
deduced [18].

A3, Determining miR-23b and miR-483 expression in
HE

Next, we investigated the role of miR-23b and miR-
483 in HB. As their role in HB patient samples was
completely unknown, we examined both the 5° tran-
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Fig. 1. Relative expression of (a) let-7a, (b) miR-100, (d) miR-371, and (e} miR-373 in normal liver and liver tumaor samples, 2s determined by
quantitative RT-PCR and normalized o the expression of house-keeping muiR RNU43. Mean expression 15 given as a horizontal line, Significances
were determined hy unpnin:tl T-test with Welch's comection and P-values are giwn. te+f1 Carrelation of the 1:332-|mn;:fnrm|:tl cxprc:uinn of
() let? and miR-100 and (f) miR-371 and miR-373 was calculated using Spearman r correlation. Black circles depict normal liver samples, grey
squares hepatoblastoma, black squares transiional Tver cell umars. (gh Overall survival of patients with hepatoblastoma sieanified according 1o the
Tour-miR signature inte & Cml and Cm2 group. (h} Association analysis of the four-miR signature with clinicopathelogical characienstics using

Fasher's exact test with P-values given.

script (-5p) and its 3° (-3p) counterpart for both miRs.
The relative expression of miR-23b-5p (Fig. 2A) and
miR-23b-3p (Fig. 2B) in HBs showed no significant
difference o NL tissues, but their expression values
correlated positively (Fig. 2C). This was to be expected,
since they are processed from the same hairpin precur-
sor [30]. Of note, the mean relative expression of miR-
23b-5p in all samples was approximately 200-times
higher than the one of miR-23b-3p,

Then, we analyzed the expression of the two mature
transcript variants -5p and -3p of miR-483 in HB pa-
tients. Significantly higher expression levels could be
detected for miR-483-5p in tumor compared to NL sam-
ples (Fig, 2D} Although miR-483-3p followed the same
trend, this was statistically not significant (Fig. 2E). As
anticipated, a strong and highly significant correlation
of both variants was found (Fig. 2F).

3.4, Ineegration of miR-483 into the four-miR
signature predicts outcome

One of the main findings of Cairo ¢t al. was that
the 4 miR signature is able to predict outcome of pa-

49

tients [19]). As we were not able to validate this finding
in our cohort (Fig. 1G), we tried to refine the set of miRs
and first integrated miR23b-5p and miR23b-3p into the
original set of the four-miR signature. However, there
was again no difference in overall survival (Fig. 2G).
Then, by integrating both variants of miR-483 into the
four-miR signature, Kaplan-Meier-survival analysis re-
vealed distinet groups with significantly different out-
come (Fig. 2H).

We then investigated if the new six-miR signature is
associated with any clinical risk factors [31]. We found
that Cm2 patients that have a poor outcome (Fig. 2H)
are significantly associated having lurge PRETEXT IV
and vessel invasive umors (Fig. 3A and B). All other
clinical features were not significant,

4. Discussion

Standard risk HB patients have an excellent outcome
of 90% 08, if treated according to the guidelines of
SIOPEL [13]. However, high-risk patients still face a
poor outcome of 50% OS [17]. In the last decades, nu-
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Fig. 2. Relaive expression of Ga) mnR-23b-5p, (b miR-23b-3p, () miR-483-5p, and (o) miB-483-3p in normal liver and liver tumar samples, as
determined by guantitative RT-PCR and normalized to the expression of howse-keeping miR RNU43, Mean expression is given as a horzontal
line. Sigmificances were determuned by unpared £-1est with Welch's correction and P-values are given. (o) Correlation of the log2-transformed
expression of (¢) miR-23b-5p and miR-23b-3p and (1) miR-483-5p and miR-483-3p was calculated using Spearman ¢ correlation, Black circles
depict normal liver samples, grey squares hepatoblastoma. black squares transitional liver cell mumors. (g4hy Overall survival of patients with
hepatoblastoma stratified according 1o the four-miR signatire with additional integration of either (g) nuR-23-5p and miR-23-3p or (h) miR-483.5p
and miR483-3p into a Cml and Cm2 group. Statistical significance was calcnlated using the Mantel-Cox test and P-values are given.

A B 6-miR B i o o
B mIR-37T1
miR-373
Parameter Pvalue P let-Ta
E miR-100
16-gene C2 subtype 0,003 miR4A3-3p
vassel invasive 0.014 L miRdB3-tp
PRETEXT IV 0.035 . age 5 I I L} l I
i transitional
mixed histology 0.420 ] = EEEEE B aEE
predominant fetal 0.598 = ambryonal l | | | |
extrahepatic 1.000 3 PRETEXT IV - I I I
age 5 years 1.000 H|FF=e = = -
metastatic 1.000 H matastatic [ | ]
multifocal 1.000 2 multifocal I IL “I II
L low AFP
event [N EEEEEE
died of disease [l HEEE

Cmi[JCm2 overespressed (>70th percentiie) [l yes ne

Fig, 3. (a) Association analysis of the six-miR signature with clinicopathological characteristics using Fisher's exact test with P-values given,
(b} Clinicopathological characteristics and the expression of the six-miR signature are color-coded and depicted in columns for each tumaor of our
cohort of 25 hepatoblastomi and 4 rransitional liver cell wmor patients,

merous studies have identified the involvement of miRs importance of miRs in HB development and metasta-
in the initiation and progression of many cancer types 518 [34-36]. Thus, the present study aimed at defining
by acting as tumor suppressors or oncogenes [32.33]. miRs that can be used as prognostic biomarkers in HB.
As in other types of cancer, several reports proved the As described by Cairo et al., the four-miR-signature
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consisting of miR-373, miR-371, miR-100 and let-Ta
can be used to predict outcome of HB patients [19]. To
evaluate the robustness of the four-miR signature in an
independent cohort of HB patients, we first determined
the expression levels of the four miRs and then strat-
ified patients into the Cm1 and Cm2 group according
to Cairo et al. [19]. However, we were not able to re-
produce the finding of Cairo et al., as patients stratified
according to the four-miR signature had no difference
in O8. One possible explanation for this discrepancy
could be the expression pattern of the individual miRs,
which showed only for miR-371 and miR-373 a sig-
nificant upregulation in the tumors compared to nor-
mal liver tissues, whereas let-7a and miR-100 exhibited
comparable expression levels. It is worth mentioning
that miR-371 and miR-373 as well as let-7a and miR-
100 are located next to each other in clusters on chro-
mosome 19q13.4 [37] and 11g24.1 [38], respectively,
and are usually co-expressed. Consistent with this, we
found a significant correlation of miR-371 and miR-373
expression as well as let-Ta and miR-100 expression
in our study, but this was much stronger for the former
two miRs. Altogether, this first set of data suggests that
the predictive power of the four-miR signature, presum-
ably due to the ambiguity of the let-Ta and miR-100
cluster, could not be validated in our cohort of 29 HB
patients and should be improved to be used for further
prognostication.

Thus, we wanted to investigate the prognostic power
of two new miRs in HB patients, namely miR-23b and
miR-483. Although the 5" mature products (-5p) of the
pre-miRs are generally considered the dominant miR,
the 37 (-3p) can still be [unctional, which led us o
investigate both variants [39].

MiR-23b was previously described as a tumor sup-
pressor miR in various cancers [2021] and as a
biomarker for HCC, whereby low expression of miR-
23b is indicative of metastases, vascular infiltration and
poor survival [23]. Of note, miR-23b was one of the
co-regulated miRs to let-Ta and miR-100 in the initial
study by Cairo et al., which all showed downregulation
in the adverse HB subtype [19]. In our study, we found
no significant differences for both variants of miR-23b
in HB compared to normal liver tissue and expression
levels were not associated with any clinical parameters,
Consistently, integration of miR23b-3p and miR23b-3p
into the four-miR signature only led to minor changes
in the group assignment and therefore could not im-
prove the discriminating power using the Kaplan-Meier
survival estimator. As miR-23b together with let-Ta and
miR-100 are repressed by the MYC oncogene that con-

ol
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tributes to the biology of immature HBs [40], classified
as Cm2 [19], it is safe to predict that all three miRs
show a similar transcriptional regulation and thus are
unsuitable for improving the four-miR signature in HB.

The miR-483 gene is located on chromosome
11pl5.5 in the second intron of the /GF2 gene and is
implicated in several pathologies [24,26,41.42]. So far,
the co-regulation with JGF2 und the transcriptional in-
duction by F-catenin are the suggested mechanisms that
explain the upregulation of miR-483 found in many
cancer types [43]. Intriguingly, JGF2 overexpression
and CTAVNET mutations leading to J-calenin accumu-
lation are key drivers of HB development and pro-
gression [44—47]. In our study population, we found
a significant upregulation of miR-483, predominantly
of the dominant 5" mature form, in HE compared to
normal liver tissue. Moreover, high expression levels
of miR-483 were significantly associated with large
PRETEXT IV, which displays a well-known risk fac-
tor in HB [31]. Accordingly, integration of both tran-
seript variants of miR-483 into the four-miR signature
strongly influenced the group allocation to Cml and
Cm2 and significantly improved stratification efficiency
in terms of overall survival using the Kaplan-Meier
estimator. This is in line with several reports linking
overexpression of miR-483 to aggressive liver tumor
cell behavior and poor clinical outcome of adult HCC
patients [24-26,48,49]. Only one study on HCC pa-
tients reported that miR-483 upregulation is clinically
favorable, namely indicative for a reduced risk for re-
currcnce [50].

Collectively, our results clearly show that the inclu-
sion of miR-483 into the four-miR signature discrimi-
nates patients with good and poor outcome and might
help to improve biomarker-assisted stratification of HB
patients into different risk groups. However, further
studies with a larger population size are necessary (o
substantiate our findings,
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