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1 Einleitung

1.1 Das Tumorsuppressor-Protein P53 und seine Rolle im
hepatozellularen Karzinom

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist mit einem Anteil von etwa 75% der haufigste
Typ des primaren Leberkrebses [1]. Weltweit stellt das HCC die dritthaufigste
krebsbedingte Todesursache [2, 3] dar und ist gekennzeichnet durch eine schlechte
Prognose [3, 4], deutlich begrenzte Therapiemdglichkeiten [5] und hohe Rezidivraten
bei einer durchschnittlichen 5 Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von < 20% [3, 6].
Geschatzt erkrankten weltweit Gber 900.000 Menschen im Jahr 2020 an primarem
Leberkrebs [7] und bis 2025 betragt die geschatzte Inzidenz des primaren
Leberkrebses > 1 Millionen Falle [8]. Einer der wesentlichen molekularbiologischen
Schlusselregulatoren in malignen hepatischen Neoplasien und generell das am
haufigsten mutierte Gen im Krebsgenom stellt das Tumorsuppressor-Protein/Gen
TP53 dar [9, 10, 11]. Es fungiert als multifunktionaler Transkriptionsfaktor mit der
zentralen Aufgabe, die Sicherung und Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat
zu Uberwachen [12] und wirkt somit als eine wesentliche Barriere gegen maligne
Transformation und Progression [13, 14]. In 10 — 50% der hepatozellularen
Karzinome lassen sich TP53 — Mutationen (abhangig von Atiologie, Risikofaktoren,
Infektionsstatus mit HBV- und HCV, sowie Exposition gegenuber Aflatoxin)
nachweisen, die typischerweise mit einer schlechteren Prognose sowie einem
verringerten Therapieansprechen im Vergleich zum Wildtyp (WT) TP53 Status
assoziiert sind [13, 15]. Dies verdeutlicht die zentrale Bedeutung von TP53/P53 in
der (Hepato-) Karzinogenese. Uber verschiedene Stressoren wie u.a. DNA-Schéaden,
Hypoxie, Onkogenaktivierung und metabolische Dysfunktionen wird P53 induziert
und bewirkt im Rahmen eines hochkomplexen Netzwerks die Expression und
Repression bestimmter Zielgene, welche wiederum (je nach Schweregrad und Art
des Stresses) verschiedenen P53 Antworten wie bspw. den Zellzyklusarrest, DNA-
Reparatur, Seneszens, Apoptose oder Stoffwechseladaptationen der Zelle vermitteln
(s. Abb. 1) [13, 14, 16]. Eines der wichtigsten P53 Zielgene stellt der Cyclin-
abhangige Kinase-Inhibitor P21/CDKN1A dar [14]. P53 agiert als direkter
Transkriptionsfaktor von CDKN1A und fuhrt zu dessen verstarkter Expression [17,
18]. P21/CDKN1A gehort zu der Familie der Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitoren
(CDKIs), welche die Aktivitat der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs) hemmen. Die



CDKs (gemeinsam mit den Cyclinen) sind wiederum wesentliche Faktoren fur die
Progression der Zelle durch die verschiedenen Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2)
und die Mitose (M) [19, 20]. Somit ist P21/CDKN1A ein wichtiger Mediator des P53-
induzierten Zellzyklusarrestes, kann aber auch an anderen der zuvor genannten P53
Antworten beteiligt sein [13, 21, 22]. Daruber hinaus ist P21 wesentlich in den
Mechanismus der indirekten P53-abhangigen Transkriptionsrepression von
Zielgenen involviert, welcher meist mit einer Repression durch den DREAM-Komplex
verbunden ist und bereits fur Uber 200 Gene beschrieben wurde [17, 18, 23, 24, 25].
Des Weiteren existiert ein komplexes Zusammenspiel zwischen dem P53-Netzwerk
und Chromatin-Remodeling-Faktoren. Beispielsweise werden
Histonacetyltransferasen (HATs) wie p300/CBP, pCAF, GCNS oder TIP60 in P53-
abhangiger Weise flur die Histonacetylierung in der Nahe von P53-Response
Elements (REs) rekrutiert, um den Zugriff der allgemeinen Transkriptionsmaschinerie
zu ermoglichen [14]. Ferner wird, um die Transkription von P21/CDKN1A nach einer
DNA-Schadigung zu aktivieren, die Histonvariante H2A.Z P53-abhangig rekrutiert.
Zudem interagieren PRMT1 und CARM1 uber P53 mit p300/CBP, um die
Transkription von GADD45 nach UV-Bestrahlung zu ermoglichen [23]. Daruber
hinaus konnte gezeigt werden, dass bestimmte TP53/P53 Mutanten die
Chromatinarchitektur regulieren, indem sie eine Veranderung der Nukleosomen
Besetzung durch Kooperation mit dem SWI/SNF-Chromatin-Remodeling-Komplex
vermitteln [26]. Ubereinstimmend damit konnte gezeigt werden, dass Mutationen im
TP53 Gen und in Genen von Bestandteilen des SWI/SNF Komplex sich weitgehend
gegenseitig ausschlieen, was auf einen gemeinsamen Wirkmechanismus hindeutet
[27].
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Abbildung 1: Ubersicht der P53-aktivierenden Signale und P53 Antworten mit Relevanz fiir die
Tumorsuppression. Die P53-Aktivierung durch diverse Signale (Nahrstoffmangel, Hypoxie,
oxidativer Stress, Onkogenaktivierung u.v.m.) oder teilweise auch eine ,basale” p53 Aktivitat
kdnnen verschiedene Antworten hervorrufen, die zur Tumorsuppression fiihren [28].

1.2 Die Helikase HELLS im hepatozellularen Karzinom

Die SNF2/SWI2 Enzyme regulieren die Hauptkomponenten der epigenetischen
Regulation - die DNA-Methylierung, die Histonmodifikation sowie den Austausch von
Histonvarianten und das Chromatin-Remodeling [29, 30, 31]. Durch diese
Beeinflussung der Chromatinstruktur regulieren die SNF2/SWI2 Enzyme die DNA-
Zuganglichkeit und nachfolgend die Transkription von Genen [30, 31]. Die
Namensgebung ruhrt von der damaligen Entdeckung in Hefekulturen, wonach die
Benennung anhand der Reaktion in ihrer Testumgebung erfolgte: Saccharose-
Nichtfermentierungsmutante (SNF2) und Mating-Type Switching-Mutante (SWI2) [32,
33]. Die humane SNF2 Enzym-Familie umfasst insgesamt 30 Enzyme, welche



basierend auf der Struktur ihrer Helikase-Domane in sechs weitere Untergruppen
zusammengefasst werden: SNF2-ahnlich, SWR1-ahnlich, SSO1653-ahnlich, RAD54-
ahnlich, RADS/16-ahnlich und SMARCAL1 [34]. Aufgrund lhrer zentralen
regulatorischen Funktion zeigen sich Mutationen innerhalb dieser Enzymfamilie in
verschiedenen malignen Neoplasien (z.B. SMARCB1/INI1 im malignen
Rhabdoidtumor und im epitheloiden Sarkom, SMARCA4/ BRG1 in Lungen- und
Harnblasenkarzinomen, MARCAZ2/BRM in Mammakarzinomen [35, 36, 37]). Als Tell
der SNF2-ahnlichen Helikasen wurde die ,lymphoidspezifische” Helikase (LSH,
HELLS/HELLS) von Law et al. im hepatozellularen Karzinom als signifikant
uberexprimiert identifiziert. HELLS modifiziert und reguliert die Eu- und
Heterochromatinstruktur in Eukaryoten, indem es unter anderem mit der DNA
Methyltransferase DNMT1 interagiert sowie dessen Aktivitat und Interaktion mit
Chromatin-assoziierten Proteinen moduliert [34, 38]. Auf diese Weise beeinflusst
HELLS das DNA-Methylierungsmuster [29, 39]. Law et al. zeigten ebenfalls, dass
ein HELLS Knockout in WT MHCC-97L Zellen zu einer verringerten Nukleosom-
Okkupation der DNA fuhrt, woraus eine veranderte Expression diverser
tumorrelevanter Gene resultiert (z.B. E-Cadherin/CDH1, IGFBP3, XAF1, FBP1 und
CREBS3L3) [29]. Ebenso konnte die Arbeitsgruppe darlegen, dass eine
Uberexpression von HELLS deutlich mit einem aggressiveren HCC-Phanotyp im
Hinblick auf Zellproliferation, Tumorentstehung, Migration und Prognose in vivo
korreliert und dass besonders hohe HELLS Expressionswerte bei TP53-mutierten
HCCs vorliegen [29, 40]. Diese Beobachtungen legen einen Zusammenhang
zwischen HELLS und dem P53-Netzwerk nahe, welcher jedoch bislang nicht naher

untersucht wurde.

1.3 Das Forkhead Box Protein M1

Der Transkriptionsfaktor Forkhead Box Protein M1 (FOXM1, ebenfalls bekannt als
HNF-3/ HFH-11/ MPP2/ Win/ Trident) ist Teil der Superfamilie der Forkhead Box
(FOX) Proteine, welche durch die gleichnamige DNA-Bindungsdomane
charakterisiert sind [41]. Diese Fox-DNA-Bindungsdomane ist eine hochkonservierte
flugelartig konfigurierte Helix-Turn-Helix (winged HTH)-DNA-Bindungsdomane,
bestehend aus zwei Alpha-Helices, welche an die DNA-Doppelhelix binden und auf
diese Weise die Erkennung spezifischer DNA-Sequenzen ermoglicht [42]. Neben der
10



ublichen Bindung mittels der Fox-DNA-Bindungsdomane an spezifische DNA-
Sequenzen ist FOXM1 zusatzlich in der Lage durch Interaktion mit dem MMB (Myb-
MuvB) - Komplex an CHR Elemente (Cell cycle gene homology region) zu binden
[43]. Dies ermoglicht FOXM1 eine spezifische Kontrolle der Genexpression vor allem
in der G2-M-Phase des Zellzyklus [43]. Die FOX Protein Familie ist von zentraler
Bedeutung fur die Regulation einer Vielzahl krebsrelevanter Prozesse, wie der
Regulation des Zellzyklus, der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Reparatur
von DNA-Schaden, der Apoptose sowie der Angiogenese [44]. Dementsprechend
findet sich eine Uberexpression von FOXM1 in vielen Karzinomentitaten (z.B. Ovar,
Mamma, Prostata, Colon, Lungen, Magen) inklusive dem HCC [44, 45].

Meng et al. zeigten eine direkte positive Korrelation zwischen der FOXM1-
Uberexpression in HCC-Patientenproben mit TumorgréRe, GefaRinvasion und damit
verbunden mit einem erhohten TNM-Stadium [46]. Insbesondere im HCC zeigten
Kalinichenko et al. die ausgepragte Resistenzentwicklung gegen DEN/PB induzierte
HCC Tumoren von FOXM1b Knockout Mausen im Vergleich zu FOXM1b
kompetenten Mausen [47]. Park et al. demonstrierten anhand von in-vivo Studien mit
ARF -/- Mausen die Entwicklung von sehr aggressiven HCC-Tumoren durch
DEN/PB-Therapie bei FOXM1 Uberexpression im Vergleich zu den Kontrollgruppen
[48]. Zudem konnte die Induktion eines Epithelialen-Mesenchymalen-Transition
(EMT)-ahnlichen Phanotyps durch FOXM1 gezeigt werden, welcher zu einem
aggressiveren Tumormigrations- und Metastasierungsverhalten fuhrt [46, 48]. In
Ubereinstimmung mit den zuvor genannten Daten bewirkt die Hemmung von FOXM1
in vivo wie in vitro eine erhohte Apoptoserate, eine verringerte Tumorzellvitalitat, -
proliferation und -migration sowie eine reduzierte Angiogenese, EMT und eine
verminderte Therapieresistenz [49].

Calvisi et al. stellten eine Verbindung von FOXM1 zu der Ras/Raf/MEK/ERK
Signalkaskade her, welche in uber 50% der humanen HCCs aktiviert vorliegt und zu
einem der wichtigsten Signalwege im Rahmen der HCC Entwicklung gehort [50, 51].
Die Ras/Raf/MEK/ERK Signalkaskade ist in zentraler Weise an der Regulation von
elementaren Zellfunktionen wie Wachstum, Uberleben sowie Differenzierung beteiligt
und steht Uber die ERK (Extrazellular signalregulierte Kinase) in Verbindung mit dem
TP53 Netzwerk [50]. Anhand von in-vitro Untersuchungen an HuH6, HLE und SNU-
182 HCC-Zellen zeigten Calvisi et al. den FOXM1-vermittelten Abbau des ERK-
Inhibitors DUSP1 (Dualspezifische Phosphotase 1) uber die
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Transkriptionsaktivierung von SKP2 (S-Phase-Kinase assoziiertes Protein 2) und
CKS1 (CDC28 Proteinkinase 1b), wodurch FOXM1 eine positive
Ruckkopplungsschleife zur Verstarkung der ERK-Aktivitat im humanen HCC reguliert
[51]. Eine Verbindung von FOXM1 zum P53 Netzwerk wurde basierend auf in-vitro
Untersuchungen von Barsotti et al. postuliert, welche darauf hindeuten, dass FOXM1

ein indirektes Repressionszielgen von P53 sein kann [52].

1.4 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den molekularen Mechanismus der P53-
abhangigen HELLS Regulation aufzuschlisseln mit einem besonderen Fokus auf
das P53 Zielgen CDKN1A (P21) und dem onkogenen Transkriptionsfaktor FOXM1.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Arzneimittelbehandlung

Die Zelllinien HepG2 und Sk-Hep1 wurden von der ATCC (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) und die Zelllinien HLE, HLF, HUH7 und HUHG6 von
der JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank, Kansas City,
KS, USA) erworben. Die Zelllinien MCF7 und A549 wurden freundlicherweise von der
AG Breuhahn (Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum Heidelberg) zur Verfugung
gestellt. Alle genannten Zelllinien wurden mithilfe von STR-Analysen validiert
(Leibniz-Institut, DSMZ, Braunschweig, Deutschland). Eine Kontamination mit
Mykoplasmen wurde regelmafig durch die Verwendung des MycoAlert™ Plus
Mycoplasmen-Detektions-Kit (LTO7, Lonza, KdIn, Deutschland) ausgeschlossen. Die
HepG2 und MCF7 Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland); die Sk-Hep1-, HLE-, HLF-, HUH7-, HUH6- und A549 Zellen in DMEM
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) kultiviert, jeweils erganzt durch 10%iges fetales
Kalberserum und 1% Penicillin/ Streptomycin. Die Zellen wurden bei 37 °C in einer
Atmosphare mit 5% CO2 inkubiert. Nulin-3a (N6287, Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) wurde in DMSO (A994.2, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) geldst und bei einer Endkonzentration von 10 uM fur 24- bzw. 48

Stunden verwendet.

2.2 Transfektion von siRNA und Plasmiden

Die siRNA-Transfektion wurde mit Oligofectamin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
gemal} der Herstelleranweisungen durchgefuhrt. Gen-spezifische siRNAs (siehe
Tabelle 1) wurden von Qiagen (Hilden, Deutschland) und Eurofins (Eurofins
Genomics Germany GmbH, Ebersberg, Deutschland) bezogen und in einer
Endkonzentration von 50 nM verwendet. Der QIAGEN ALL-Stars Duplex diente als
Negativkontrolle fur alle Knockdown Experimente. Das FOXM1 HA-N-Plasmid
(pDEST26_HA-N) wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. K.
Breuhahn (Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum Heidelberg, Heidelberg,
Deutschland) zur Verfugung gestellt. Transiente Transfektionen mit den jeweiligen
Plasmiden wurden unter Verwendung des FUGENE HD Transfection Reagent
(Progema, Madison, WI, USA) gemal der Herstellerempfehlungen durchgefuhrt.
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Tabelle 1: Die siRNA Sequenzen, welche in dieser Arbeit verwendet wurden.

siRNA Reihenfolge

TP53/ P53#1 UGUUCCGAGAGCUGAAUGA
TP53/ P53#2 AAGGAAAUUUGCGUGUGGAGU
CDKN1A/ P21#1 CAGUUUGUGUGUCUUAAUUAU
CDKN1A/ P21#2 CUGGCAUUAGAAUUAUUUAAA
FOXM1#1 AUAUUCACAGCAUCAUCAC
FOXM1#2 GGACCACUUUCCCUACUUU
HELLS#1 ATGCGATGGTACCAAGTAGAA
HELLS#2 AAACGGTTAGGCAGAATACTA

2.3 Gelelektrophorese und Westernblot

Die Zelllyse wurde unter Verwendung eines Zelllysepuffers (New England Biolabs,
Frankfurt, Deutschland) durchgeflhrt, erganzt durch einen Protease-Inhibitor-Mix
(komplett Mini EDTA-frei, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Ein
Bradford Assay (#500-006, Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio Rad
Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) wurde verwendet, um den Proteingehalt
der jeweiligen Zelllysate zu messen (Pro Well wurden 6 pg Zelllysat und 200 pg
Bradfordassay aufgetragen). Die Proben wurden 5 Minuten lang auf 90 °C erhitzt,
anschlie3end durch ein SDS/PAGE Gel aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembranen (Amersham Protran 0.2 um NC, GE Healthcare Life
Science, Pittsburgh, USA) Ubertragen. Die Membranen wurden eine Stunde lang in
5% Milch/TRIS-gepufferter Kochsalzlosung mit Tween-20 (TBST) (Milchpulver, Carl
Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) blockiert und Uber Nacht mit den
angegebenen Antikorpern (in Blockierlosung verdunnt) inkubiert: Anti-HA (C29F4),
Kaninchen monoklonal (Verdinnung 1:500, 3724S, Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland); anti-HELLS, Kaninchen polyklonal (Verdinnung 1:500,
GTX54157, GeneTex, Eching, Deutschland); Anti-P21, Kaninchen polyklonal
(Verduinnung 1:250, sc-397, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland); Anti-P21, Maus
monoklonal (Verdinnung 1:200, sc-6246, Santa Cruz, Heidelberg,

Deutschland); Anti-P53, Maus monoklonal (Verdinnung 1:200, sc-17846, Santa
Cruz, Heidelberg, Deutschland); Anti-FOXM, Kaninchen polyklonal (Verdinnung
1:50, sc-500, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland). Das nachgewiesene -ACTIN
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unter Verwendung eines entsprechenden monoklonalen Mausantikorpers
(Verdinnung 1:10.000, #691001, MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich) diente zur
Gewabhrleistung einer gleichmaRigen Proteinbeladung zwischen den Proben. Die
Membranen wurden mit TBST gewaschen und 1 Stunde lang mit dem
entsprechenden fluoreszierenden Sekundarantikorper inkubiert, wobei die
Verdinnung vom Primarantikorper abhing (Maus Sekundar-Antikorper (rot)
Verdinnung 1:20.000; Kaninchen Sekundar-Antikorper (griin) Verdinnung 1:10.000,
LI-COR, Bioscience, Bad Homburg, Deutschland). Nach erneutem Waschen mit
TBST wurde die Detektion mit dem Infrarot-Bildgebungssystem Odyssey LX (LI-COR
Bioscience, Bad Homburg, Deutschland) durchgefuhrt. Die Analyse und
densitometrische Quantifizierung der Westernblots erfolgte mit der Image Studio
Software (v5.2.5, LI-COR Bioscience, Bad Homburg, Deutschland) einschlieRlich der
Normalisierung auf die Ladungskontrolle 3-ACTIN.

2.4 RNA Isolierung, cDNA-Synthese und quantitative Real-Time-PCR

Die zellulare RNA wurde mit dem NucleoSpin RNA Il Kit (Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland) isoliert. Die RNA (1ug) wurde unter Verwendung des RevertAid RT-Kits
(Thermo Scientific, Offenbach, Deutschland) gemal den Anweisungen des
Herstellers revers transkribiert. Die Proben wurden in Triplikaten auf einem Corbett
Research Rotor-Gene 6000 Echtzeit-PCR-Gerat (Corbett Life Science, Mortlake,
Australien) unter Verwendung des qPCR SYBR Green No-ROX Mix SensiFAST
(Bioline, Lonson, UK) analysiert. Zur Analyse wurden die mRNA-Expressionslevel auf
die von L32 normalisiert. Primersequenzen wurden von Primer-BLAST (NCBI)
entworfen und von Thermo Fisher Scientific (Offenbach, Deutschland) oder von
Eurofins (Eurofins Genomics, Germany GmbH Ebersberg, Deutschland) hergestellt
(siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Die Primer-Sequenzen, welche in dieser Arbeit verwendet wurden.

Primer Sequenz

CDKN1A_F GGCGGCAGACCAGCATGACAGATT
CDKN1A_R GCAGGGGGCGGCCAGGGTAT
L32 F TTCCTGGTCCACAAC

L32 R TGTGAGCGATCTCG

HELLS F CAGCCATTGTGAACCGTACAA
HELLS R TCTAGTTCGTCGTTTTGGTCG
FOXM1_F TGCCCAGATGTGCGCTATTA
FOXM1_R TCAATGCCAGTCTCCCTGGTA
HELLS 3'UTR_F TCTTGGATACAGGCTGATGTGT
HELLS 3'UTR_R ACCTAAAGCCCATGAACTGC
HELLS CHR F CTCCAGTGCATCTCGGGTG
HELLS CHR R GTTCAACCATTGCTGGAGCCT

2.5 Identifizierung einer nicht-kanonischen FOXM1 Bindungsstelle im

HELLS Gen

Offentlich verfigbare ChIP-Seq-Daten fir FOXM1 bei ENCODE
(www.encodeproject.org, abgerufen am 18. November 2021) wurden Uber den

Genome Browser abgefragt (https://genome.ucsc.edu, abgerufen am 18. November
2021). ChIP-Seq-Peaks innerhalb der HELLS Sequenz wurden auf das nicht-
kanonische FOXM1 Bindungselement CHR (Cell Cycle Genes Homolgy Region)

untersucht, wie zuvor von Chen et al. beschrieben [96]. Eine Region im ersten Intron

von HELLS (zwischen Exon 1 und Exon 2), die ein ChIP-Seqg-Peak zeigt und zwei
CHR-Motive (DTTYRAA) in unmittelbarer Nahe enthalt, wurde durch eine FOXM1

Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) untersucht.

2.6 FOXM1 Chromatin-Immunprazipitation

Far die Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) des Forkhead-Box-Proteins M1
(FOXM1) wurden HepG2- und HLF- Zellen zunachst fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur in 1% Formaldehyd/PBS fixiert, darauffolgend 5 Minuten mit

125mmol/l Glycin versetzt und anschliefend zweimal mit kaltem PBS gewaschen.
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Abgeldst wurden die Zellen in kaltem RIPA-Puffer (bestehend aus 150 mmol/L NaCl,
0,1% Natriumdodecylsulfat, 0,5% Na-Desoxycholat, 1% Igepal CA 630, 5 mmol/l
EDTA, 50 mmol/L Tris pH 8), anschliel3end erfolgte eine Behandlung mit
Ultraschallwellen um DNA Fragmente von weniger als 500 bp zu generieren (S-4000
Sonicator, Qsonica, Newton, CT). Fur die Entfernung von Zelldetritus wurden die

Zellen 15 Minuten bei 14.000 x g und 4 °C zentrifugiert, anschlielend wurde die

Proteinkonzentration mittels Bradford Assay bestimmt und mit RIPA-Puffer auf
1mg/ml ausgeglichen. Dynabeads Protein G wurden mit RIPA-Puffer gewaschen,
darin resuspendiert und mit dem Zelllysat 90 Minuten lang bei 4 °C unter Rotation
inkubiert. Parallel erfolgte die Vorbereitung weiterer Dynabeads durch RIPA-Puffer
Waschschritte und anschlieRender Blockung mit Rinderserumalbumin (1mg/ml) und
Lachssperma-DNA (0,3 mg/ml; Invitrogen, Carlsbad, CA) bei 4 °C unter Rotation fur
90 Minuten. Im n&chsten Schritt erfolgte die Ubertragung der vorgereinigten Lysate
auf die blockierten Dynabeads, dazu wurden 2ug Antikorper hinzugegeben und
anschlie3end bei 4 °C unter Rotation Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die beladenen Dynabeads zweimal mit RIPA-Puffer, viermal mit
Immunprazipitationswaschpuffer (100 mmol/l Tris pH 8,5, 500 mmol/I LiCl, 1% Igepal
CA 630, 1% Na-Desoxycholat) und erneut zweimal mit RIPA-Puffer gewaschen.
Zwischen jedem Waschschritt erfolgte eine funfminutige Rotationsphase.
Anschliefliend wurden die Dynabeads mit Tris’/EDTA-Puffer gewaschen und darin
resuspendiert. Das Herauslosen der entstandenen Immunkomplexe erfolgte mit
Talianidis-Elutionspuffer (7Ommol/l Tris pH 8,1 mmol/l| EDTA, 1,5%
Natriumdodecylsulfat) fur 10 Minuten bei 65 °C. Die Crosslinking Umkehr des
Uberstandes wurde durch eine funfstiindige Inkubation mit 0,2 mol/l NaCl bei 65 °C
erreicht. Die anschlieffende DNA Reinigung erfolgte mit dem Wizard SV Gel und
PCR Clean-Up System (Promega) gemal} der Anweisung des Herstellers. Die
Analyse der detektierten Promotorbindung erfolgte anhand quantitativer Echtzeit-
PCR, fur dessen Referenzstandardkurve eine serielle Verdinnung genomischer DNA
dient. Fur die FOXM1-Bindungsstelle im ersten HELLS Intron wurden Primer
basierend auf der vorherigen Recherche bei ENCODE (korrespondierender ChiP-
Seq Peak mit 2 CHR Motiven) entworfen. Als Negativkontrolle diente eine Region
innerhalb der 3'UTR des HELLS Gens.

Die ChIP-Sequenzierungsdaten stammen aus dem Encyclopedia of DNA Elements
(ENCODE)-Projekt, die anschlielende Analyse der Daten erfolgte anhand des
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Genome Data Viewer des National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Verwendet wurden die folgenden Datensatze: GEO:GSM1010750,
GEO:GSM1010856 und GEO:GSM1010769 fur FOXM1.

2.7 Statistische Analysen und Software

Die in dieser Arbeit gezeigten Mittelwerte und Standardabweichungen stammen
jeweils von mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten, wenn nicht
anders angegeben. Der Student’s t-test zur Ermittlung der statistischen Signifikanz
wurde mit Excel 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA) durchgefuhrt. Die
Korrelationsanalysen (Korrelationskoeffizient bestimmt durch den Spearman-Rank-
Test), die Box-Plot-Daten (log2 Fold Change >= +/- 1.0; p-value <= 0.05. Die Box-

Plot-Elemente sind wie folgt definiert: Mittlere Linie entspricht dem Median, die obere

und untere Box-Grenze entspricht der oberen und unteren Quartile) sowie die
Kaplan-Meier Kurven basieren auf Daten der TCGA Datenbank von GEPIAZ2 [53].
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3 Ergebnisse

Ausgangspunkt fur die folgenden mechanistischen Analysen sind vor allem die
publizierten Daten von Law et al. (HELLS-Uberexpression insbesondere in TP53-
mutierten HCCs) und Daten einer weiteren Promotionsarbeit (Teil Jan Sieker, P53-

abhangige Repression von HELLS) der AG Singer.

4.1 Die P53-abhangige Repression von HELLS ist P21-vermittelt

Wie zuvor beschrieben erfolgt die Transkriptionsrepression von Zielgenen durch P53
haufig P21-vermittelt [23]. Daher wurde zunachst untersucht, ob eine P21 Depletion
ausreichend ist, die HELLS Repression nach P53 Induktion aufzuheben. Dazu
erfolgte ein siRNA-vermittelter P21 (CDKN1A) Knockdown durch Transfektion von
Zelllinien mit TP53 WT (HepG2, SkHep1, Huh6) mit einer Kontroll siRNA (Allstars,
AS) oder zwei verschiedenen P21 (CDKN1A) siRNAs und nachfolgender Nutlin-3a
Behandlung. Nutlin3a fuhrt zu einer Aufhebung der P53-MDM2 Interaktion,
Hemmung der MDMZ2-abhangigen P53 Degradation mit konsekutiver Akkumulation
von P53 und entsprechender Aktivierung/Repression von positiven/negativen P53
Zielgenen. Wie in Abb. 2 (A-F) gezeigt, konnte die verminderte Expression von
HELLS Protein und mRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe (AS) nach Nutlin-3a
Behandlung (abhangig von der Zelllinie) durch einen P21 (CDKN1A) Knockdown

entweder teilweise oder vollstandig aufgehoben werden.
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Abbildung 2: Die P53 induzierte HELLS Repression ist P21 abhéngig. (A) HepG2 Zellen
wurden mit einer Kontroll-siRNA (AS) oder zwei verschiedenen P21/CDKN1A siRNAs
(P21#1, P21#2) transfiziert und anschlieBend mit DMSO oder Nutlin-3a (ber 24h inkubiert.
Die Zellextrakte wurden durch Westernblot mit entsprechenden Antikbrpern analysiert. Die
densitometrische Quantifizierung von HELLS erfolgte bezogen auf die DMSO Kontroll-
SiRNA. (B) Die relativen HELLS Transkriptlevel sind Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten unter gleichen experimentellen Bedingungen (s. (A)) und wurden durch qRT-
PCR gemessen. (C) HUH6 Zellen unter denselben experimentellen Bedingungen wie in
(A) beschrieben. (D) Die relativen HELLS Transkriptlevel sind Mittelwerte aus drei
biologischen Replikaten unter gleichen experimentellen Bedingungen (s. (C)) und wurden

durch qRT-PCR gemessen. Sk-Hep1Zellen unter denselben experimentellen Bedingungen

wie in (A) beschrieben. (F) Die relativen HELLS Transkriptlevel sind Mittelwerte von drei
biologischen Replikaten unter gleichen Bedingungen (s. (E)) und wurden durch qRT-PCR
gemessen. *p < 0.05, **p <0.01, *** p < 0.001, n.s. = nicht signifikant (Student’s t-test).
Alle Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung.
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Dies weist darauf hin, dass die durch P53 induzierte Repression von HELLS
zumindest teilweise durch P21 vermittelt wird. Umgekehrt zeigten Chen et al. bereits
eine regulatorische Wirkung von HELLS auf P53, indem ein stabiler HELLS
Knockdown mittels shRNA in A549 Lungenkarzinomzellen zu signifikant
verminderten P53 Proteinleveln fuhrte, jedoch die TP53 mRNA Level nicht
veranderte [54]. Um eine regulatorische Wirkung von HELLS auf P53 in HCC
Zelllinien zu uberprufen, erfolgte ein siRNA-basierte HELLS Inhibierung in Sk-Hep1,
HUHG6 und HepG2 Zellen. Diese zeigte hingegen keine signifikante Veranderung der
basalen Proteinlevel von P53 nach HELLS Knockdown (Abb. 3A-C).
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Abbildung 3: Die basalen P53 Proteinlevel zeigen keine Verdnderung nach verminderter
HELLS Expression. (A) Sk-Hep1 Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA (AS) oder zwei
verschiedenen HELLS siRNAs (HELLS#1, HELLS#2) transfiziert. Die Zellextrakte wurden
durch Westernblot mit entsprechenden Antikérpern analysiert. Die densitometrische
Quantifizierung (d.q.) von P53 erfolgte auf die DMSO Kontroll-siRNA. (B) HUH6 Zellen wie
in (A) beschrieben. (C) HepG2 Zellen wie in (A) beschrieben.

4.2 Die P53/P21-abhangige HELLS Repression beinhaltet eine

Herunterregulation von FOXM1

Es erfolgte zur weiteren Untersuchung der HELLS Regulation die Identifikation von
potentiellen Transkriptionsfaktoren, die moglicherweise an der P53/P21-abhangigen
Repression von HELLS beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurde ein Affymetrix
Microarray Expressionsdatensatz herangezogen, der an DMSO oder Nutlin-3a
behandelten (24h) HepG2 Zellen erhoben wurde. Zunachst wurden (Transkriptions-)
Faktoren wie SP1 [29], E2F3 [55] und YAP1 [56] betrachtet, die bereits zuvor als
wichtige Regulatoren von HELLS oder, wie E2F7, als wichtige Mediatoren der P53
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Zielgen-Repression [57, 58], beschrieben wurden. Interessanterweise zeigte keiner
dieser Faktoren eine veranderte Expression auf Transkriptebene nach Nutlin-3a

Behandlung. Hingegen konnte FOXM1 als Transkriptionsfaktor mit der starksten
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Abbildung 4: FOXM1 Repression nach P53 Induktion. (A) HUH6 Zellen wurden mit DMSO
oder Nutlin-3a fiir 24h bzw. 48h behandelt. Die densitometrische Quantifikation (d.q.) von
FOXM1 normalisiert auf DMSO. (B) Relative FOXM1 Transkriptlevel aus drei biologischen
Replikaten derselben Bedingung wie in (A) beschrieben und via qRT-PCR gemessen. (C)
Sk-Hep1 Zellen wie in (A) beschrieben. (D) Relative FOXM1 Transkriptlevel aus drei
biologischen Replikaten derselben Bedingung wie in (C) beschrieben und via qRT-PCR
gemessen. **p < 0.01, *** p <0.001 (Student’s t-test). Die Daten werden prédsentiert als
Mittelwert + Standardabweichung.

Expressionsverminderung nach Nutlin-3a Behandlung und mit Verbindung zu P53
und P21 sowie mit einer hohen Relevanz in der Hepatokarzinogenese identifiziert
werden [59, 60, 61, 62]. Ubereinstimmend mit zuvor veréffentlichen Daten in HepG2
Zellen [52] zeigte sich eine starke Verringerung der FOXM1 Protein- und mRNA-
Level nach Nutlin-3a Gabe auch in Huh6- und SkHep1-Zellen (Abb. 4A-D). Um weiter
zu belegen, dass FOXM1 an der Regulation der HELLS Expression beteiligt ist,
erfolgten siRNA-vermittelte FOXM1 Knockdown Experimente. Hierbei konnte, sowohl
auf Protein- sowie auf mMRNA-Ebene, eine signifikant verminderte HELLS Expression
in HepG2, HLE- und HLF-Zellen nach FOXM1 Knockdown beobachtet werden (Abb.
5A-F). In darauf aufbauenden Untersuchungen erfolgte durch Transfektion eines HA-
markierten FOXM1 Expressionskonstruktes (pDEST) die Uberexpression von
FOXM1 in HepG2 Zellen. Diese bewirkte einen Anstieg der HELLS Proteinlevel im
Vergleich zur Kontrollbedingung mit dem korrespondierenden Leervektor in HepG2
Zellen (Abb. 5G und H).
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Abbildung 5: Die P53/P21-abhdngige HELLS Repression beinhaltet die verminderte Expression von
FOXM1: (A) HepG2 Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA (AS) oder zwei verschiedenen FOXM1
SiRNAs (FOXM1#1, FOXM1#2) transfiziert und anschlieend mit DMSO oder Nutlin-3a lber 24h
inkubiert. Die Zellextrakte wurden durch Immunoblotting mit entsprechenden Antikérpern analysiert.
Die densitometrische Quantifizierung von HELLS erfolgte auf die DMSO Kontroll-siRNA. (B) HepG2
Zellen wie in (A) beschrieben mit HELLS und FOXM1 Transkriptleveln, mittels gRT-PCR gemessen.
Die Standardabweichungen stammen von drei biologischen Replikaten. (C) HLE Zellen wie in (A)
beschrieben. (D) HLE Zellen wie in (C) beschrieben mit HELLS und FOXM1 Transkriptleveln, mittels
gRT-PCR gemessen. Die Standardabweichungen stammen von drei biologischen Replikaten. (E) HLF
Zellen wie in (A) beschrieben. (F) HLF Zellen wie in (E) beschrieben mit HELLS und FOXM1
Transkriptleveln, mittels qRT-PCR gemessen. Die Standardabweichungen stammen von drei
biologischen Replikaten. (G) HepG2 Zellen wurden mit einem Kontrollplasmid oder einem FOXM1
Plasmid in verschiedenen Konzentrationen, wie angezeigt, transfiziert und anschlieBend durch
Immunoblotting mit entsprechenden Antikérpern analysiert. (H) Die relative densitometrische
Quantifizierung der Immunoblots erfolgte aus Basis von drei unabhéngigen Experimenten jeweils auf
DMSO normalisiert wie in (G) beschrieben. *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 (Student’s t-test). Die
Daten werden prédsentiert als Mittelwert + Standardabweichung.
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4.3 Das HELLS Gen weist eine Bindungsstelle fur FOXM1 auf

Um nun zu belegen, dass FOXM1 die HELLS Expression direkt reguliert, erfolgte
zunachst eine in silico Analyse Uber offentlich verfugbare ChiP-Seqg-Datensatze bei
ENCODE (www.encodeproject.org) mit dem Ziel mogliche Bindungsstellen fur

FOXM1 im HELLS Gen zu identifizieren. Hier zeigte sich eine potentielle nicht-
kanonische FOXM1 Bindungsstelle im ersten Intron von HELLS mit zwei CHR-
Motiven, die bereits zuvor beschrieben wurde [43]. Fir die weitere Uberpriifung
dieser Bindungsstelle erfolgte eine Chromatin Immunprezipitation (ChlP), bei dem
FOXM1 prazipitiert wurde und die mit FOXM1 verbundenen DNA Fragmente mit
gRT-PCR amplifiziert wurden. Die hierzu verwendeten Primerpaare umfassten
einerseits die Region der potentiellen Bindungsstelle (HELLS _CHR) und andererseits
eine Region innerhalb der 3'UTR des HELLS Gens als Negativkontrolle (Abb. 6 A).
Es zeigte sich unter Verwendung des HELLS-CHR Primer-Paares im Vergleich zur
Negativkontrolle ein bis zu dreifach erhdhtes Signal, wie in Abbildung 6 B und C
gezeigt. Diese Ergebnisse sprechen dafur, dass FOXM1 die HELLS Expression
direkt reguliert, indem es an die nicht-kanonische Bindungsstelle im ersten Intron des
HELLS Gens bindet. Somit erhartet sich die Hypothese, dass die P53/P21 vermittelte
negative Regulation von HELLS uber eine Repression von FOXM1 als direkter
transkriptioneller Regulator von HELLS im HCC erfolgt.
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Abbildung 6: FOXM1 bindet direkt an eine Region im ersten Intron des HELLS Gens. (A) Eine
Schematische Darstellung der nicht-kanonischen FOXM1 Bindungsstelle zwischen Exon 1 und
2, welche zwei CHR Motive enthélt. Das Primerpaar HELLS CHR diente der Ermittlung der
FOXM1 Bindung, ein Primerpaar fiir das 3’'UTR Ende diente als Negativkontrolle. (B)
Balkendiagramme zeigen die DNA-Menge, welche durch FOXM1 IP in HepG2 (B) und HLF (C)
Zellen ausgeféllt wurde. Hierbei zeigt sich in HepG2 wie in HLF Zellen ein bis zu dreifach
erh6htes Signal. Alle Experimente wurden in Duplikaten angefertigt.
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4.4 HELLS und FOXM1 korrelieren auf mRNA Ebene in humanen HCC
Kohorten

Zur Uberprifung, inwieweit sich die bisherigen in vitro Ergebnisse auf die in vivo
Situation Ubertragen lassen, erfolgten Expressionsanalysen von HELLS und FOXM1
in humanen HCC-Gewebeproben. Hierzu erfolgte die Analyse zweier HCC Kohorten
(TCGA (LIHC) und Roessler et. Al. [63]).
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Abbildung 7: HELLS Expressionsanalysen: (A) HELLS Expression im hepatozelluléren
Karzinom (HCC, Tumor) und nicht-tumorésem Lebergewebe (NT). (B) HELLS Expression in
HCCs entweder mit wildtypischem- (wt) oder mutiertem (mut) TP53. Die Analyse des Datensatzes
wurde wie zuvor von Roessler et al. verdffentlicht durchgefiihrt [63]. Die statistische Signifikanz
wurde mithilfe des Mann-Whitney-Tests ermittelt. p — Werte <0,05 wurden als signifikant
angesehen.

In beiden Kohorten konnte eine deutliche, hochsignifikante Korrelation zwischen der
MRNA Expression von HELLS und FOXM1 (Abb. 8A, Abb. 9A; r = 0.89, p < 0.001
und r = 0.64, p < 0.001) beobachtet werden. In Ubereinstimmung mit zuvor
veroffentlichen Daten, zeigen sich sowohl HELLS (Abb. 7A) als auch FOXM1 (Abb.
9B) in HCC Proben im Vergleich zu nicht-tumorésem Lebergewebe deutlich
Uberexprimiert [29].
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Abbildung 8: Hohe Expressionswerte von HELLS und FOXM1 korrelieren mit schlechterem
Uberleben im HCC (A) Die Korrelation der HELLS und FOXM1 Expression in humanen HCC
Proben (aus der TCGA (LIHC) Datenbank). (B) Kaplan Meier Darstellung mit dem Endpunkt des
Gesamtiiberlebens von HCC-Patienten mit hoher bzw. geringer Expression von HELLS sowie
FOXMT1 basierend auf zuvor publizierten Daten von Roessler et. al. [63]. (C) Kaplan Meier
Darstellung mit dem Endpunkt des Erkrankungsfreien Uberlebens von HCC-Patienten mit hoher
bzw. geringer Expression von HELLS sowie FOXM1 basierend auf zuvor publizierten Daten von
Roessler et. al. [63].
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Auch konnte eine Uberexpression von HELLS (Abb. 7B) und FOXM1 (Abb. 9C) in
TP53 mutierten Tumoren im Vergleich zu TP53 WT HCCs festgestellt werden,
wahrend P21/CDKN1A in TP53 mutierten HCCs im Vergleich zu TP53 WT HCCs
verringert exprimiert vorlagen (Abb. 9D). Passend dazu, dass beide Faktoren fur sich
bereits als unabhangige negative Prognosemarker [29, 51] beschrieben wurden,
korrelierten eine kombinierte, Uber dem Median liegende Expression von HELLS und
FOXM1 signifikant mit einem schlechteren Gesamtuberleben und krankheitsfreien
Uberleben bei HCC-Patienten (Abb. 8 B, C).
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Abbildung 9: HELLS, FOXM1 und CDKN1A Expressionslevel in humanen HCC Proben.
(A) Die Korrelation zwischen der HELLS und FOXM1 Expression in humanen HCC Proben.
(B) FOXM1 Expression im hepatozelluldrem Karzinom (Tumor) sowie im nicht-tumorésen
Lebergewebe. (C) FOXM1 Expression in Wildtyp (WT) TP53 HCC Proben sowie in
mutierten (mut) TP53 HCC Proben. (D) CDKN1A Expression in Wildtyp (WT) TP53 HCC
Proben sowie in mutierten (mut) TP53 HCC Proben. Die Datenanalyse wurde wie zuvor in
Roesler et. al. beschrieben, durchgefiihrt [63]. Die statistische Signifikanz wurde durch den
Mann-Whitney Test ermittelt. Der p-Werte <0.05 wurden als signifikant gewertet.
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4.5 HELLS und FOXM1 Expression in humanen Mamma- und

Lungenkarzinom Kohorten

Erganzend zu den bisherigen Analysen erfolgte eine weitere Analyse von TCGA
Daten, um zu Uberprufen, ob die bisherigen Ergebnisse HCC-spezifisch oder auch
auf andere Tumorentitaten Ubertragbar sind. Hierbei konnte auch beim
Mammakarzinom (BRCA)- und Lungenkarzinom (LUAD, Adenokarzinom) eine
starke, hochsignifikante Korrelation der HELLS und FOXM1 Expression (Abb. 10 A,
D) beobachtet werden. Erganzend erfolgte an einer humanen Mammakarzinom-
(MCF7) un einer humanen Lungenkarzinom-Zelllinien (A549) jeweils mit
wildtypischem TP53/P53 eine 24- und 48-stindige Nutlin-3a Behandlung mit
anschlielender quantitativer Analyse der Proteinlevel von FOXM1, HELLS, P53, P21
(Abb. 10 B, C, E, F). Auch hier konnten in beiden Zelllinien nach Induktion von P53
und P21 geringere Proteinlevel von FOXM1 und HELLS nach Nutlin-3a Gabe

beobachtet werden.

Diese Ergebnisse sprechen dafur, dass sich die regulatorische
P53/P21/FOXM1/HELLS Achse auch in anderen Tumorentitaten nachweisen lasst.
Zusammenfassend legen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nahe, dass HELLS
unter physiologischen Bedingungen von wildtypischem P53 Uber P21 unter
Einbeziehung von FOXM1 negativ reguliert wird (Abb. 10 G — linke Seite).
Dementsprechend fuhrt die funktionelle oder mutationsbedingte Inaktivierung von
P53 im Rahmen der (Hepato-)Karzinogenese und dem daraus resultierenden Verlust
der P21-Induktion zu einer Uberexpression von FOXM1 und konsekutiv zu einer
Uberexpression von HELLS (Abb. 10 G — rechte Seite).
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Abbildung 10: Die HELLS und FOXM1 Expression in humanem Mamma-Karzinom und humanem
Lungenadenokarzinom. (A) Korrelation der HELLS und FOXM1 Expression in humanem Mamma-
Karzinom (BRCA) basierend auf dem TCGA Datensatz. (B) MCF7 Zellen wurden mit DMSO oder
Nutlin-3a fiir 24h oder 48h inkubiert. Die Zellextraktanalyse erfolgte durch Immunoblotting mit den
angegebenen Antikérpern. (C) Relative densitometrische Quantifikation der Immunoblots von vier
unabhéngigen Experimenten, die Normalisierung erfolgte auf die DMSO Kontrolle wie in (B)
beschrieben. (D) Die Korrelation der HELLS und FOXM1 Expression in humanem
Lungenadenokarzinom (LUAD) basierend auf dem TCGA Datensatz. (E) A549 Zellen wurden mit
DMSO oder Nutlin-3a fiir 24h oder 48h inkubiert. Die Zellextraktanalyse erfolgte durch
Immunoblotting mit den angegebenen Antikérpern. (F) Relative densitometrische Quantifikation
der Immunoblots stammt von vier unabhdngigen Experimenten, die Normalisierung erfolgte auf die
DMSO Kontrolle wie in (E) beschrieben. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (Student’s t-test). Die
Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung gezeigt. (G) Schematische Darstellung der
regulatorischen Beziehung von P53 und HELLS: In normalem Lebergewebe (links) — P53
Aktivierung induziert ein verminderte HELLS Expression durch eine P21-vermittelte Repression
von FOXM1. Im HCC (rechts) — Mutiertes oder funktionell inaktiviertes P53 fiihrt zu einer FOXM1
Uberexpression und daraus folgender HELLS Uberexpression.
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4 Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit konnten, basierend auf der bereits entdeckten P53-
vermittelten Repression von HELLS im HCC [1 — Teil Jan Sieker], experimentelle
mechanistische Daten erhoben werden, die fur die wichtigen Rollen von P21 und
FOXM1 in der Regulation der Helikase HELLS im HCC sprechen. Es konnte gezeigt
werden, dass die HELLS Regulation durch P53 zumindest partiell von P21 abhangt
und dass die P53/P21-vermittelte HELLS Regulation die Repression von FOXM1 als
direkten Transkriptionsfaktor von HELLS im HCC beinhaltet.

Die Helikase HELLS ist ein wichtiger Bestandteil des Chromatin-Remodelling-
Komplexes, der durch Mechanismen wie DNA-Methylierung, posttranslationale
Histonmodifikation und Nukleosomen-Remodelling bei der DNA Reparatur unterstutzt
und ebenso in Verbindung mit der Zellzyklus Regulation steht [64]. HELLS reguliert
DNA-Methylierung im Genom, in dem es ATP-abhangig die Histon/DNA-
Wechselwirkung auflost und somit das Gleiten von Nukleosomen auf der DNA
ermoglicht [65, 66]. Dies ist elementar fur die Zuganglichkeit der DNA-
Methyltransferasen DNMT1, DNMT3A und DNMT3B zum Genom und damit der
Regulation der Genexpression [67, 68, 69, 70, 71].

Daruber hinaus konnte im humanen Kolonkarzinom gezeigt werden, dass eine
Herunterregulierung von HELLS zu einem G2/M Zellzyklusarrest fuhrt [72] und
HELLS in Verbindung mit YY1, einem ubiquitar vorkommenden Transkriptionsfaktor
mit Zinkfingerdomane, transkriptionell eine gro3e Anzahl an Zellzyklusgenen reguliert
[73]. Dies wiederum passt mit den hier gezeigten Daten (negative Regulation von
HELLS durch P53 WT) sehr gut zum G2/M Zellzyklusarrest als wichtige
tumorsuppressive P53 Antwort.

Uber die Regulation der Helikase HELLS selbst und (iber ihre Expression im HCC
war zu Beginn der Dissertation wenig bekannt. Allerdings konnten wahrend der
frihen Phase der Dissertation Law et al. eine signifikante Uberexpression von
HELLS im HCC, insbesondere in TP53 mutierten Tumoren, sowie einen
Zusammenhang der Hochregulation von HELLS im HCC mit dem
Tumorzellwachstum, der Tumorzellmigration und einem aggressiveren
Tumorphanotyp demonstrieren [29]. Eine HELLS Depletion war hingegen mit einer
hoheren Apoptoserate in Leberkrebszellen verbunden [29]. Auch hier ergibt sich im

Zusammenhang mit den eigenen Daten wieder ein plausibler Zusammenhang zu
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einer weiteren gut definierten tumorsuppressiven P53 Antwort, namlich der
Apoptoseinduktion. Zusammengefasst sind die Daten und Erkenntnisse von Law et
al., die HELLS als uberexprimiert im HCC beschreiben und funktionell als
protumorigenen Faktor charakterisieren, sehr gut vereinbar mit der in der
vorliegenden Arbeit (inkl. 1 — Teil Jan Sieker) negativen Regulation von HELLS durch
den Tumorsuppressor P53.

Der Tumorsuppressor P53 reguliert ein grol3es Genexpressionsnetzwerk durch
Hoch- und Herunterregulierung spezifischer mRNAs [74]. Traditionell wurden jedoch
bislang P53 Aktivierungszielgene viel ausfuhrlicher untersucht als
Repressionszielgene und es ist seit langem umstritten, inwieweit P53 Uberhaupt als
direkter Transkriptionsrepressor fungiert [23]. In der Vergangenheit wurden
verschiedene Modelle der direkten Zielgenrepression durch P53 postuliert,
beispielsweise die Rekrutierung von Co-Repressoren und unvollstandige P53-REs,
die zur Repressionsaktivitat fuhren [23, 75, 76]. Die vorherrschende Meinung ist
allerdings, dass die negative Genregulation durch P53 auf indirekte Weise erfolgt.
Diesbezulglich sind verschiedene Signalwege bekannt, durch welche P53 seine
negative regulatorische Funktion ausubt. Zum einen kann P53 die CDKN1A (P21)
Expression direkt aktivieren, woraus einer Aktivierung des DREAM Komplexes und
des RB-E2F4 Signalwegs sowie eine transkriptionelle Unterdruckung diverser
Zellzyklusgene resultiert [17, 18, 23, 24]. Daruber hinaus ist P53 ebenfalls in der
Lage, Uber E2F7, einem Mitglied der E2F Transkriptionsfaktorenfamilie mit
repressiven Eigenschaften, eine transkriptionelle Inaktivierung von bestimmten
Repressionszielgenen zu erreichen [23]. Ein weiterer Mechanismus besteht in der
indirekten, posttranskriptionellen Unterdrickung der Ziel-Gen Expression uber
microRNAs (miRNAs), wie bspw. miR34a, die tber den RNA-induzierten Silencing
Komplex (RISC) negativ regulierend auf bestimmte mRNAs wirken [23]. Auch die
miR34a fuhrt zur negativen Regulation von Zellzyklusgenen uber den E2F Signalweg
[77, 78].

In Ubereinstimmung mit dem vorherrschenden Modell der indirekten Regulation von
P53 Repressionszielgenen konnten in der vorliegenden Arbeit P21 (CDKN1A) und
FOXM1 als Bestandteile der P53-abhangigen negativen Regulation von HELLS
identifiziert werden.
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Chen et. al. konnten zeigen, dass HELLS in Nasopharynxkarzinom- und
Lungenkarzinom- Zelllinien in der Lage ist, P53 posttranskriptionell zu stabilisieren,
indem es seinen proteasomalen Abbau verhindert und seine Phosphorylierung
fordert [54]. Diese Daten legen nahe, dass ggf. auch in Lebertumorzelllinien eine
Ruckkopplungsschleife zwischen P53/P21 und HELLS bestehen konnte. Allerdings
konnte in dieser Arbeit, wie in Abb. 3 dargestellt, nach siRNA-vermitteltem
Knockdown von HELLS in drei verschiedenen Krebszelllinien, die P53 WT enthalten
(HepG2, HUH6 und Sk-Hep1), keine nennenswerte und konsistente Verringerung
des basalen P53 beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung fur diese diskrepanten
Ergebnisse konnte in zellspezifischen Effekten liegen (Chen et al. verwendeten
Nasopharynx- und Lungenkarzinomzelllinien, wohingegen in dieser Arbeit
Leberkrebszelllinien verwendet wurden). Des Weiteren konnten in diesem
Zusammenhang auch technische und zeitliche Aspekte eine Rolle spielen, da in
dieser Arbeit lediglich die Effekte eines transienten HELLS Knockdowns Uber siRNA
Transfektion auf das basale P53 analysiert wurden, wahrend Chen et al. die P53
Proteinspiegel im Kontext eines stabilen shRNA-vermittelten HELLS Knockdowns

untersuchten.

FOXM1 ist mit seiner regulierenden Funktion auf den Zellzyklus, die Proliferation und
die Differenzierung bereits als wichtiger Faktor im HCC und im Kontext von weiteren
Karzinomen wie bspw. der Mamma, Lunge, Pankreas, Prostata, Kolon sowie des
Nasopharynx beschrieben worden [47, 79, 80, 81, 82, 83, 84]. Hierbei konnte jeweils
eine FOXM1 Uberexpression nachgewiesen werden, welche mit einer schlechteren
Prognose korrelierte [85, 86]. FOXM1 gilt als SchlUsselregulator des Zellzyklus [87,
88, 89], der insbesondere fiir den Ubergang von G1 zur S-Phase und das
Fortschreiten von G2 zur M-Phase entscheidend ist [90]. Im HCC erfolgt die
Zellzyklusregulation durch FOXM1 Uber verschiedene Wege, wie bspw. die post-
transkriptionelle Beeinflussung der P21 und P27 Expressionsniveaus [90, 91], sowie
uber die anteilige Regulation der AFP Expression, welche

mit dem Zellzyklusprogress in Verbindung steht [92]. FOXM1 ist zudem ein wichtiges
Ziel des im HCC aberrant aktivierten Hedgehog-Signalweges und modulierte die
Expression des Xenopus-Kinesin-ahnlichen Proteins 2 (TPX2), einem Onkogen mit
wichtiger Funktion wahrend der Mitose und ebenfalls Zielgen des Hedgehog-
Signalweges [93]. Neben der Regulierung des Zellzyklus ist ein weiterer elementarer

31



epigenetischer Mechanismus, der wahrend der Karzinogenese vieler Neoplasien
eine wichtige Rolle spielt, die DNA-Methylierung. Hierbei werden Methylgruppen an
den 5° Enden den Cytosin Basen hinzugefugt [94]. Die dynamische Regulierung der
DNA-Methylierung und damit einhergehende Veranderung der Genexpression ist ein
entscheidender Mechanismus fur die Entstehung sowie das Fortschreiten von
Neoplasien [95]. In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
FOXM1 Expression mit genomischer Instabilitat [96] sowie mit
Promotorhypermethylierung in Verbindung steht [94, 97].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte FOXM1 bei der Suche nach relevanten
Transkriptionsfaktoren von HELLS in der Analyse eines Mikroarray
Expressionsdatensatzes aus Nutlin-3a behandelten HepG2 Zellen als einziger
potenzieller Transkriptionsfaktor mit Beziehung zu P53/P21 und hoher Relevanz in
Leberkrebs identifiziert werden. Andere bereits beschriebene Transkriptionsfaktoren
von HELLS (SP1, E2F3, YAP1) [29, 55, 56] zeigten nach Nutlin-3a vermittelter P53
Aktivierung keine signifikante Anderung ihrer Expression (zumindest auf mMRNA
Ebene) und schienen daher fur den vorliegenden Phanotyp nicht unmittelbar
entscheidend zu sein. Zur Bestatigung der Relevanz von FOXM1 im gegebenen
Kontext konnte in entsprechenden Experimenten gezeigt werden, dass die P53/P21
abhangige HELLS Regulation mit einer Repression von FOXM1 einhergeht, FOXM1
direkt am HELLS Gen bindet und somit als positiver Transkriptionsregulator von
HELLS im HCC agiert. Unterstutzt werden diese Ergebnisse durch die Resultate von
Barsotti et al., welche FOXM1 in MCF7 (Mammakarzinom), HepG2 (HCC) sowie
H1299 Zellen (Lungenkarzinom) ebenfalls als indirektes Repressionszielgen von P53
nachweisen konnten [52]. Zudem untermauern die Resultate von Waseem et al.
sowie Gemenetzidis et al. [98, 99] die hier gezeigten Ergebnisse, da deren
Untersuchungen HELLS ebenfalls als FOXM1 Zielgen identifizieren konnten
(allerdings im Nasopharynxkarzinom).

Die in dieser Arbeit anhand der Analyse zweier HCC Patientenkohorten (TCGA
(LIHC) und Roessler et al. [63]) gezeigte hochsignifikante Korrelation der mRNA
Expressionswerte von HELLS und FOXM1 unterstutzt in Zusammenschau mit den
mechanistischen Analysen in vitro eine auch in vivo relevante Regulation von HELLS
durch FOXM1 im HCC. In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien konnten HELLS
und FOXM1 im Tumorgewebe (HCC) deutlich Uberexprimiert im Vergleich zu Nicht-
Tumorgewebe [29, 100] nachgewiesen werden, sowie in TP53 mutierten- im
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Vergleich zu TP53 WT HCCs. Uber das HCC hinaus konnte eine positive Korrelation
von HELLS und FOXM1 auch in Mamma- und Lungenkarzinom Kohorten (Abb. 9 A-
F) beobachtet werden. Der regulatorische Zusammenhang, zwischen HELLS und
FOXM1, scheint somit auch in anderen Neoplasien zu bestehen.
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5 Zusammenfassung

Die molekularen Mechanismen, die der Entstehung und Progression des
hepatozellularen Karzinoms (HCC) zugrunde liegen, sind trotz intensiver Forschung
nach wie vor nur unzureichend verstanden. Zu diesen Mechanismen zahlen auch
solche, die den Tumorsuppressor P53 mit Chromatin-Remodelling-Enzymen
verknupfen und somit potentiell neue therapeutische Ansatze eroffnen konnten. In der
vorliegenden experimentellen Arbeit wurde der molekulare Mechanismus der P53-
abhangigen Regulation der Chromatinstruktur-modulierenden Helikase HELLS
untersucht. Dazu wurden siRNA-vermittelte Knockdown-Experimente, Western-Blot-
Analysen, Chromatin-Immunprazipitationen (ChlP) sowie quantitative Real-Time-PCR
an Lebertumor-Zelllinien (HepG2, HUH6, SkHep1, HLE, HLF und HUH7) durchgefuhrt.
Zunachst konnte mit Knockdown Untersuchungen gezeigt werden, dass die P53-
induzierte Repression von HELLS zumindest partiell durch P21 (=CDKN1A, einem
wichtigen P53 Zielgen) vermittelt wird. Uber Mikroarray-basierte Expressionsanalysen
wurde dann FOXM1 als potentiell relevanter Transkriptionsfaktor bei der P53/P21-
vermittelten HELLS Regulation identifiziert. Im Weiteren erfolgte Uber direkte FOXM1-
Knockdown- und Uberexpressionsversuche sowie tiber ChIP-Analysen der Nachweis
einer direkten Regulation von HELLS durch FOXM1 in Lebertumorzellen. Diese
experimentellen Daten unterstutzen die Hypothese, dass die P53/P21-vermittelte
Repression von HELLS Uber eine verminderte Expression von FOXM1 als direktem
Transkriptionsfaktor von HELLS im HCC erfolgt. Ergadnzend ergaben
Expressionsanalysen von humanen HCC Proben eine hochsignifikante positive
Korrelation zwischen HELLS- und FOXM1-mRNA-Leveln (Abb. 8A, Abb. 9A; r = 0.89,
p < 0.001 und r = 0.64, p < 0.001) sowie eine deutliche Uberexpression beider
Faktoren im HCC im Vergleich zu nicht-tumorosen Lebergewebe. Zudem konnten in
Mammakarzinom- (MCF7) und Lungenkarzinom-Zelllinien (A549) ahnlich
experimentelle Daten erhoben werden, die nahelegen, dass die regulatorische
P53/P21/FOXM1/HELLS-Achse auch auf andere Tumorentitaten Uubertragen werden

kann.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

In der hier vorliegenden Arbeit konnte die wichtige Rolle von P21 und FOXM1 in der
P53-vermittelten HELLS Repression dargestellt werden. Die im Rahmen der
Hepatokarzinogenese haufig zu verzeichnende funktionelle oder mutationsbedingte
Inaktivierung von P53 und dadurch aufgehobene Repression von FOXM1 und
HELLS kann somit als ein wichtiger Mechanismus der Uberexpression von HELLS
und FOXM1 im HCC (und wahrscheinlich auch in anderen Neoplasien) betrachtet
werden. Dennoch bedarf es weiterer (u.a. in vivo) Studien diesen Zusammenhang
noch genauer zu charakterisieren.

Perspektivisch waren aufgrund ihres Expressionsprofils und ihrer pro-tumorgenen
Wirkung sowohl HELLS als auch FOXM1 potentiell interessante Kandidaten fur
zielgerichtete Therapien. Zu zielgerichteten Ansatzen gegen Chromatin-
modifizierende Proteine/Enzyme wurden bereits Studien bspw. unter Verwendung
von 5-Azacitidin (DNA-Methyltransferase-1-Inhibitor) im Mammakarzinom und
Vorinostat (Histon-Deacetylase-Inhibitor) im Kolon-, Mamma-, Ovarial- und
hepatozellularen Karzinom durchgefuhrt [101, 102, 103, 104, 105]. Somit ware auch
HELLS als Chromatin-modifizierendes Enzym durchaus auch als mogliches
pharmakologisches Ziel fur zukunftige Tumortherapien denkbar.

Das insgesamt in der krebsrelevanten Literatur deutlich intensiver untersuchte
FOXM1 stellt ggf. einen noch vielversprechenderen Kandidaten fur zukunftige
onkologische Therapien dar. Fur gangige Chemotherapeutika wie bspw.
Daunorubicin, Cisplatin und 5-FU konnte bereits gezeigt werden, dass diese die
FOXM1 Expression verringern [106, 107, 108]. Potentiell spezifischere Ansatzpunkte
konnten sich Uber die Verwendung von Thiazol-Antibiotika wie bspw. Siomycin A
ergeben, welches neben der Expression auch die Transkriptionsaktivitat von FOXM1
inhibiert [109, 110].

In Abhangigkeit des Nebenwirkungsprofils der jeweiligen neuen zielgerichteten
Therapieansatze waren vor allem Kombinationen mit den leitlinienbasierten
Systemtherapien naheliegend. Insbesondere fur einen potentiellen Inhibitor von
FOXM1 als transkriptioneller Regulator von PD-L1 und VEGF [80, 111, 112] ware
demnach eine Kombinationstherapie mit bspw. Atezolizumab (Anti-PD-L1) und/oder
Bevacizumab (Anti-VEGF) eine Uberlegung. Klinftige in vivo und in vitro Studien
unter Verwendung von umfangreichen Compoundscreens konnten in diesem

Zusammenhang entscheidende Erkenntnisse liefern.
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