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Das hepatozellulare Karzinom ist weltweit eine der haufigsten Tumorerkrankungen und mit
einer schlechten Prognose assoziiert. Bei insgesamt limitierten Behandlungsoptionen hat die
Erforschung molekularer Pathomechanismen zur Entwicklung erster zielgerichteter Therapien
gefiihrt, deren Wirksamkeit in den letzten Jahren belegt werden konnte. Um die Behandlung
des HCCs langfristig zu verbessern, bedarf es tiefergehender Erkenntnisse zu dessen
molekularen Entstehungsmechanismen.

CYLD ist ein Tumorsuppressorgen, das erstmals im Zusammenhang mit der familidren
Zylindromatose identifiziert wurde, einer Erkrankung mit einer Disposition fir multiple
Tumoren der Hautanhangsgebilde. Auch beim hepatozelluldren Karzinom ist die CYLD-
Expression vermindert. Essentielle Funktionen von CYLD bei Apoptose, Gewebshomgostase
und Tumorsuppression in der Leber wurden durch Studien der eigenen sowie anderer
Arbeitsgruppen belegt und sprechen zusatzlich fur eine Beteiligung von CYLD an der
Hepatokarzinogenese.

Die vorliegende Arbeit zielte darauf ab, die Bedeutung von CYLD fir die Proliferation und
Invasion humaner HCC-Zellen sowie muriner Hepatozyten in vivo zu analysieren. Es konnte
gezeigt werden, dass ein siRNA-vermittelter knockdown der CYLD-Expression in vitro zu
einer verstarkten Cyclin D1-Expression in HCC-Zellen fiuhrt, jedoch ohne messbare
Auswirkungen auf die G;/S-Phasen-Progression des Zellzyklus. Daruiber hinaus kam es in
diesen Zellen zu einer verstarkten Expression der proliferationsférdernden Proteine Bcl-3 und
B-Catenin. Der knockdown der CYLD-Expression fiihrte weiterhin in Huh7-Zellen zur
spontanen Kerntranslokation von Bcl-3 und erleichterte dessen weitere UV-stimulierte
nukledre Translokation. In Matrigel-basierten Invasionsversuchen zeigten Huh7-Zellen mit
gehemmter CYLD-Expression ein verstarktes Invasionpotenzial. Hingegen war die Zell-
migration im Wundheilungsversuch in vitro nach CYLD knockdown beeintréchtigt. Auf mole-
kularer Ebene kam es in den HCC-Zellen nach CYLD silencing zur gesteigerten Expression
mesenchymaler, allerdings auch epithelialer Cadherine. Insgesamt liel? sich also zeigen, dass
CYLD eine negativ regulierende Wirkung auf multiple proliferationsférdernde Molekiile

auslibt und die Invasion von HCC-Zellen unterdriicken kann. Die Rekonstitution von CYLD



in HCC-Zellen stellt damit einen interessanten Ansatzpunkt zukinftiger Therapiebemiihungen
dar.

Zur zusétzlichen Untersuchung der Rolle von CYLD fir die Proliferation von Hepatozyten in
vivo wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei unterschiedliche Mausmodelle verwendet: Zum
einen wurden Mause mit einem kompletten, organunabhéngigen CYLD knockout (CYLD™)
analysiert. Zum anderen wurden Mé&use untersucht, die eine leberspezifische, durch die
Albumin-Cre Rekombinase getriggerte Deletion von Exon 7 und 8 des Cyld-Gens aufweisen
(CYLD®*"BxAlbCre) und infolgedessen ausschlieBlich die natiirlich vorkommende
Splicevariante short CYLD (sCYLD) exprimieren. Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe
hatten anhand dieser Mausmodelle eine Bedeutung von CYLD fir die Gewebshomdostase
und Karzinogenese in der murinen Leber gezeigt: Wahrend sich bei CYLD"-Mausen keinerlei
Auffalligkeiten fanden, fielen in den Lebern der CYLD®°"®xAlbCre-Mause eine biliar
betonte chronische Leberschadigung mit progredienter Fibrose sowie eine verstarkte
Sensibilitdt gegenuber chemisch induzierten Lebertumoren auf. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, die Rolle der hepatozellularen Proliferation bei diesem Phénotyp zu eruieren.
Periportale Proliferate sowie gesteigerte Expressionsniveaus von E-Cadherin in den Lebern
der CYLD®°"®xAlbCre-Mause lieferten Hinweise auf eine Aktivierung des Oval Cell
Kompartiments, also hepatischer Progenitorzellen. Die erhohte Expression von Bcl-3 und
Cyclin D1 in den Lebern der CYLD®*"®xAlbCre-Mause nach DEN/Phenobarbital-
Behandlung bestétigte den hyperproliferativen Phanotyp und deutete auf eine Verstarkung des
Bcl-3-vermittelten NF-kB-Signalwegs hin. Die funktionelle Analyse der Genexpressions-
profile erbrachten basal Veranderungen der ribosomalen Translation und mRNA-Pro-
zessierung; nach DEN/Phenobarbital-Behandlung lieRen sich die signifikant regulierten Gene
u.a. den Prozessen der entzlindlichen Immunantwort, der Angiogenese sowie dem
programmierten Zelltod zuordnen. Bei der Untersuchung von Adhéasionsmarkern in den
CYLD knockout-Modellen fiel neben der oben erwahnten Uberexpression von E-Cadherin in
den Lebern der CYLD®*"®xAlbCre-Mause ein zunehmender Verlust von E-Cadherin in den
Lebern der CYLD”-Mause nach DEN/Phenobarbital-Behandlung auf, der sich als epithelial-
mesenchymale  Transition im Prozess der Kanzerogenese interpretieren  l&sst.
Zusammenfassend lasst sich folgern, dass es im Rahmen der Leberschadigung bei den
CYLD®*""®yAlbCre-Mausen unter anderem zur Proliferation hepatischer Epithel- und
Progenitorzellen kommt.

SchlieBlich wurde die Rolle von CYLD bei der Leberregeneration nach 1/3-Leberteilresektion

in den CYLD knockout-Mausmodellen untersucht. Interessanterweise fand sich eine durch die



partielle Hepatektomie ausgeldste Herunterregulierung der endogenen CYLD-Expression bei
Kontrolltieren. Dies stellt moglicherweise einen Mechanismus zur Proliferationsstimulation
im Rahmen der Leberregeneration dar. In den CYLD knockout Mausmodellen zeigte sich,
dass die ausschlieBliche Uberexpression von sCYLD eine rasche Induktion hepatozellularer
Proliferation begunstigt, wahrend ein kompletter CYLD-Verlust erst nach langerer Latenzzeit
einen proliferationsfordernden Effekt hat. Dieser ging mit der verstarkten Expression der
Zellzyklusproteine Cyclin D1, Cyclin B1 und PCNA einher. Auf molekularer Ebene lie sich
in den Lebern der CYLD®*"xAlbCre-Mause eine Aktivierung des kanonischen, nicht jedoch
des Bcl-3-vermittelten NF-kB-Signalwegs nachweisen. Diese konnte fiir die Sensitivierung
der Hepatozyten fur Wachstumsfaktoren und fir die friihe Proliferation verantwortlich sein.
In den Zellen der betreffenden Lebern kam es zur Uberexpression von Myc und Gadd45p
sowie zu einer Aktivierung des JNK-Signalwegs. Bei Untersuchung der CYLD™-Lebern
fanden sich hingegen Hinweise auf eine vermehrte Aktivierung der Wnt-Signalkaskade sowie
eine starke Induktion des Epidermal Growth Factor Receptors. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass der Verlust von CYLD eine beglinstigende Wirkung auf die Leberregeneration
hat. Im Umkehrschluss weist dies auf eine inhibitorische Funktion von CYLD bei der

hepatozelluléaren Proliferation hin.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass eine verminderte Expression von CYLD
uber diverse molekulare Mechanismen hepatozelluldare Proliferation begunstigt und somit

unter anderem fir eine vermehrte Krebsentstehung in der Leber préadisponiert.



