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Zusammenfassung 

 

RBM4a/b Proteinexpression in humanen Leberzellkarzinomen 

Das RNA-binding-motif-protein-4 (RBM4) ist ein Protein aus der Familie der SR-

Proteine und ist an posttranskriptionellen Prozessen wie alternativem Splicing und 

Exonselektion beteiligt. RBM4b, eine Isoform des Proteins, wird hochspezifisch in 

Leber- und Nierenzellen exprimiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir zeigen, 

dass der relative Gehalt an RBM4b in Leberzellkarzinomen im Vergleich zu 

gesundem Gewebe aus derselben Leber signifikant erniedrigt ist. Zwar tritt diese 

Veränderung in allen hepatozellulären Karzinomen auf, scheint aber in Tumoren 

cholangiozellulären Ursprungs deutlich stärker ausgeprägt zu sein. Die Veränderung 

des RBM4a-Gehalts folgt bei den vergleichenden Experimenten keinem bestimmten 

Muster. Außerdem wurde durch Transfektion von Huh7-Zellen die gegenseitige 

Beeinflussung der Expression beider Proteinvarianten ausgeschlossen. 

 

Abstract 

 

RBM4a/b protein expression in human hepatocellular carcinoma 

The RNA-binding-motif-protein-4 (RBM4) is a member of the SR-protein family. It is 

involved in post-transcriptional processes including alternative splicing and exon 

selection. RBM4b, an isoform of this protein, is expressed specifically in both the liver 

and the kidney. In this study we were able to show that the relative amount of RBM4b 

is significantly reduced in liver cell carcinoma as compared to healthy tissue from the 

same patient. Although this decrease occurs in every hepatocellular carcinoma 

examined, it seems to be much more pronounced in tumor cells of cholangiocellular 

origin. The change of the RBM4a level did not follow any regular pattern. Moreover, a 

reciprocal influence of the two protein isoforms on each other’s expression was 

excluded by transfection experiments employing Huh7-cells. 
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1. Einleitung / Fragestellung 

 

1.1. Fragestellung und Ziele der Arbeit 

 

Ziel der Arbeit war es, die relative Expression der beiden Varianten des RNA-binding-

motiv-protein-4 (RBM)4a bzw. RBM4b im normalen Lebergewebe im Vergleich zum 

Leberzellkarzinom zu bestimmen. 

Für diese Arbeit wurden Proben aus Normal- (N) und Tumorgewebe (T) von 

denselben Patienten entnommen und vergleichend auf Ihren RBM4-Spiegel geprüft. 

Vornehmliches Ziel war es, die Vermutung zu untermauern, dass RBM4b in 

hepatischem Tumorgewebe konsequent erniedrigt sei. Ferner sollte überprüft 

werden, ob die Überexpression einer der beiden Proteinvarianten die Expression der 

jeweils anderen beeinflusst. Dazu wurden Transfektionsversuche in Huh-7 Zellen 

durchgeführt. 

Im Rahmen der Arbeit von Herrn Dr. Thorsten Pfuhl zur Expression von RBM4a in 

einzelnen Teilen des Gehirns (Pfuhl et al. 2008) aus dem Institut für Virologie der 

Universitätsklinik des Saarlandes zeigte sich erstmals eine hochspezifische 

Expression von RBM4b ausschließlich in Leber und Niere. Versuche mit 

karzinomatös veränderten bzw. immortalisierten Leberzelllinien wiesen damals 

massiv erniedrigtes (Alex-3), kein (Huh-7) oder ein offensichtlich mutiertes (Hep-G2) 

RBM4b auf. Zwar ist die biologische Funktion von RBM4b noch weitgehend 

ungeklärt, dennoch ist Aufgrund der hohen strukturellen Ähnlichkeit zu RBM4a 

anzunehmen, dass auch RBM4b eine bedeutende Rolle im posttranskriptionellen 

Processing spielt (s. Einleitung zu RBM4). 
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1.2. Das RNA binding motif protein 4 – RBM4 

 

1.2.1. Entdeckung 

 

Mit der Entdeckung der Serin-Arginin-reichen (SR-)Proteine Anfang der 90er Jahre 

(Roth et al. 1990; Zahler et al. 1992) wurde die molekularbiologische Forschung auf 

dem Gebiet der an posttranskriptionellen Prozessen und Exonselektion beteiligten 

Proteine intensiviert. Nicht zuletzt weil bekannt wurde, welche bedeutende Rolle die 

Interaktion mit RNA, alternatives Splicing und Exonselektion in der Entwicklung von 

Krankheiten haben (Caceres et al. 2002). So wurde das „LARK“-Protein in 

Drosophila melanogaster als ein wichtiger Faktor für die (negativ) regulatorische 

Steuerung der Embryonalentwicklung während der Verpuppung identifiziert (Newby 

et al. 1993). Das „RNA binding motif protein 4“ (RBM4) wurde durch Jackson et al. 

(1997) als Äquivalent zum Drosophila LARK im Säugetier erstmalig beschrieben 

(Jackson et al. 1997). Nach der Entdeckung spezifischer Transportmechanismen für 

RNA und entsprechend assoziierte Splicingfaktoren im Zellkern (Nakielny et al. 1999) 

begann durch Lai und Mitarbeiter (2003) die genauere Untersuchung von RMB4 als 

Substrat des Transportin-Serin-Arginin-2 (TRN-SR2)-Transporters (Lai et al. 2003). 
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1.2.2. Struktur und Genlocus 

 

RBM4 ist ein 365 (RBM4a) bzw. 360 (RBM4b) Aminosäuren (AS) langes und ca. 40 

kDa schweres Protein. Die beiden Proteine weisen eine hohe Ähnlichkeit auf 

(Jackson et al. 1997; Lai et al. 2003; Markus et al. 2006). Zur Differenzierung wurden 

Antikörper gegen den größtmöglichen, unterschiedlichen Sequenzabschnitt bei AS 

255–269 verwendet (Pfuhl et al. 2008), siehe Abb.1. 

 

Abbildung 1: Aminosäurensequenz von RBM4a /b 

(modifiziert nach Lai et al 2003) 

Grau hinterlegt sind identische Aminosäuren, rot markiert ist der Angriffspunkt des RBM4b spezifischen 

Antikörpers 1B2 
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Die strukturelle Homologie des Säuger-RBM4 im Vergleich zum Drosophila LARK 

beträgt 69% auf Proteinebene, wobei lediglich 49% identische Basen auf DNA Ebene 

vorliegen. Das Gen für RBM4a/b liegt auf Chromosom 11q13. Das Gen für RBM4a 

befindet komplett innerhalb des zweiten Introns von RBM4b. Dies deutet evolutionär 

auf eine Entwicklung durch Genduplikation hin (Lai et al. 2003). 

 

Abbildung 2: Genlocus von RBM4 auf Chromosom 11q13 (nach Lai 2003, Suppl.) 

Der Genlocus von RBM4a liegt innerhalb des 2. Introns von RBM4b. Exons sind als nummerierte Rechtecke, 

Introns als gerade Linie dazwischen dargestellt. Der Pfeil markiert das Start-, Sternchen das Stopp-Codon.  

„pA“ verweist auf den Beginn des Polyadenylierungssignals. 

 

RBM4a/b weisen am N‘-terminalen Ende zwei sog. „RNA recognition motifs“ (RRMs) 

und einen CCHC-Zinkfinger auf (Jackson et al. 1997). Am C‘-terminalen Ende findet 

man beim Säugetier-RBM4 drei Alanin-reiche Abschnitte. Genau diese C-terminalen 

Alanin-reichen Domänen (CAD’s) und N-terminalen RRMs sind für die Funktion des 

Proteins unabdingbar (Funktion und Quellen im folgenden Abschnitt 1.2.3 

„Expression und Funktion“). Für den CHCC-Zinkfinger ist bis zum jetzigen Zeitpunkt 

keine Funktion bekannt (Markus et al. 2009). 
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1.2.3. Expression und Funktion 

 

Während RBM4a weitgehend ubiquitär exprimiert wird und seine größten 

Konzentrationen an Protein in Hoden, Ovarien, Herz, Pankreas und vor allem 

Skelettmuskel und Leber aufweist (Lin et al. 2005; Kojima et al. 2007), wird RBM4b-

Protein spezifisch in Leber und Niere nachgewiesen (Pfuhl et al. 2008). Bei genauer 

Untersuchung der intrazellulären Aufenthaltsorte von RBM4 (genaue 

Untersuchungen liegen nur zu RBM4a vor – „RBM4“ bezieht sich auf diese Studien) 

fällt eine Kolokalisation mit SR-Proteinen im Zellkern auf. Dies lässt eine funktionelle 

Ähnlichkeit mit SR-Proteinen vermuten. Sie weisen außerdem strukturelle 

Ähnlichkeiten auf: sowohl SR-Proteine, wie auch RBM4, haben N‘-terminale, RNA-

bindende Domänen.  Die C‘-terminalen Domänen zur Interaktion mit Proteinen sind 

die Serin-reiche-Region (SR) beim SR-Protein und die CAD bei RBM4 (Graveley 

2000; Markus,Morris 2009). SR-Proteine beeinflussen das pre-mRNA Splicing durch 

das Binden von Splicingfaktoren (Manley et al. 1996; Graveley 2000), durch die 3‘-

Splicesite-Selektion (Lavigueur et al. 1993), die 5‘-Splicesite Selektion (Ryner et al. 

1996) und Exon-unabhängige Funktionen (Graveley 2000). Es ist also nicht 

verwunderlich, dass auch RBM4 eine Rolle beim alternativen Splicing von mRNA 

spielt. So kann RBM4 durch alternierende 5‘-Splicesite-Selektion bestimmte Exons 

entweder transkribieren oder ausschließen (Lai et al. 2003; Lin,Tarn 2005; 

Markus,Morris 2006). Dabei unterdrückt RBM4 interessanter weise die Funktion der 

endogenen SR-Proteine (Lai et al. 2003). Ein Beispiel dafür ist die Fähigkeit von 

RBM4, als Antagonist zum PTB (polypyrimidine tract binding protein), die Synthese 

von α-Tropomyosin (α-TM) in Muskelzellen zu regulieren. So wird durch RBM4 die 

Expression von skelettmuskel-spezifischem α-TM (sk α-TM) gesteigert, die 

Expression von für glatte Muskulatur spezifischem α-TM (sm α-TM) bleibt dagegen 

weitgehend unbeeinflusst (Lin,Tarn 2005). Da sich diese beiden α-TM Isoformen 

durch den selektiven Einschluss von Exon 2 und 9 (entspricht sk α-TM) 

unterscheiden (Ruiz-Opazo et al. 1985), untermauert das die Fähigkeit von RBM4 

zur spezifischen Exonselektion. Ferner interagiert RBM4 mit der 5‘-Splicesite von 

Exon 10 des tau-Proteins, einem wichtigen Faktor für die ordnungsgemäße Funktion 

von Nervenzellen im Gehirn, wo stets ein strenges Gleichgewicht an +Exon10 und  
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–Exon10 Isoformen herrschen muss. Ein zu hoher RBM4-Spiegel resultiert in 

erhöhter Produktion der +Exon10-tau-Variante, was letztendlich durch zelluläre 

Ablagerungen des Proteins das Auftreten von Tauopathien wie z. Bsp. Morbus 

Alzheimer begünstigt. Es wurde durch Mutationsversuche gezeigt, dass die N-

terminalen RRMs kritisch für diese Exon-selektierende Funktion des RBM4 sind   

(Kar et al. 2006). Auch für die C-terminale CAD des RBM4 sind wichtige funktionelle 

Eigenschaften bekannt. So etwa die Interaktion mit dem Wilm’s Tumor Protein 1 

(WT1) und der Import in den Zellkern via TRN-SR2-Transporter. Das WT1 tritt nicht 

nur im gleichnamigen Nierenzelltumor auf, sondern wurde auch bei anderen 

Tumorentitäten, wie etwa beim Prostatakarzinom (Dechsukhum et al. 2000) und 

akuten Leukämien (Pritchard-Jones et al. 1997) nachgewiesen. Bei Brustkrebs und 

hepatozellulärem Leberkarzinom (HCC) wurde es sogar als eigenständiger, die 

Prognose maßgeblich verschlechternder, Stagingfaktor beurteilt (Miyoshi et al. 2002; 

Sera et al. 2008). WT1 interagiert mit RBM4 und inhibiert dessen Funktionen beim 

alternativen Splicing. Durch Versuche mit Deletionsmutanten wurde gezeigt, dass die 

CAD absolut notwendig für die Bindung an WT1 ist. RRM und CHCC-Zinkfinger 

spielen bei der Interaktion mit WT1 keine Rolle (Markus et al. 2006). Auch bei der 

Interaktion mit dem TRN-SR2(-Transporter) ist die CAD die funktionskritische 

Domäne. In einem „yeast two-hybrid assay“ konnte eine direkte Interaktion von 

RBM4 mit einem Transportin-SR2 (TRN-SR2) bait gezeigt werden (Lai et al. 2003). 

Das TRN-SR2 ist ein Protein aus der Familie der β-Importine (Lai et al. 2000), die 

Interaktion ermöglicht einen Import in den Zellkern (Nakielny,Dreyfuss 1999). 

Dennoch kann RBM4, wie auch die SR-Proteine (Caceres et al. 1998), frei zwischen 

Zellkern und Zytoplasma transportiert werden, es ist in perinukleären „speckles“ wie 

auch im Zytoplasma zu finden (Lai et al. 2003; Lin,Tarn 2005). Der Transport ins 

Zytoplasma wird vor allem durch Phosphorylierung des RBM4 an Serin-309 vermittelt 

(Lin et al. 2007). Diese intrazelluläre Verschiebung durch Phosphorylierung ist auch 

bei SR-Proteinen nachgewiesen (Misteli et al. 1998). Der Phosphorylierungsprozess 

wird z. Bsp. durch Zellstress induziert (Lin et al. 2007) und wirkt paradox auf die 

Funktion: RBM4 hemmt nun die 5‘-Cap vermittelte Translation im Zytoplasma, 

gleichzeitig wirkt es als Enhancer für die Translation von stressassoziierten 

Proteinen, die in das endoplasmatische Retikulum transloziert werden (Lin et al. 

2007; Lin et al. 2009).  
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Die Familie der Argonaute-Proteine (AGO) spielt eine essentielle Rolle bei der durch 

microRNA (miRNA) bzw. small interfering RNA (siRNA) vermittelten Genregulation. 

AGO-Komplexe können die Translation von Proteinen inhibieren und sind auch 

endonukleär beim „gene-silencing“ aktiv (Beitzinger et al. 2007; Peters et al. 2007; 

Pillai et al. 2007). RBM4 ist ein fester Bestandteil des „AGO2-Complex III“ (AGO2-III). 

Dort führt es zu einer verbesserten Bindungsfähigkeit des AGO-Komplexes an 

miRNA vermittelten Zielstrukturen. Ebenso wurde für AGO2-III-RBM4 die Bindung  

an der 3‘-UTR des „Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog“ (KRAS) und die 

Interaktion mit miR-19b nachgewiesen (Hock et al. 2007). RBM4 ist somit ein 

wichtiger Bestandteil von AGO-vermittelter Gen-Regulation.  
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1.3.  Das Leberzellkarzinom 

 

1.3.1. Epidemiologie, Risikofaktoren 

Das hepatozelluläre Leberkarzinom (HCC) ist eine gehäuft bei Männern auftretende 

Tumorerkrankung. Weltweit werden jährlich über 750.000 Neuerkrankungen bekannt, 

wobei diese bei Männern ungefähr 4mal häufiger auftreten als bei Frauen. Die 

Gesamtinzidenz des HCC weltweit beläuft sich auf 5,9% aller Tumorentitäten, bei 

Männern belegt das HCC mit 7,9% Platz 5 in der Gesamthäufigkeit aller 

Tumorerkrankungen (Ferlay et al. 2010). Mit einer Inzidenz von 4-6 

Neuerkrankungen per 100.000 Einwohner pro Jahr (oder: 4-6 „age-standardised-

rate“, ASR) ist es in den westlichen Industrieländern zwar eher selten (Ferlay et al. 

2010), in Endemiegebieten wie der Mongolei (94,4 ASR), dem subsaharischen Afrika 

(Nigeria 9,9 bis Gambia 36,1 ASR), Thailand (29,7 ASR), Vietnam (29,3 ASR) und 

China (25,7 ASR)  treten jedoch deutlich höhere Inzidenzen auf. In Gebieten mit 

zusätzlich starker Hepatitis B/C (HepB, HepC) Durchseuchung wird in älteren 

Studien von bis zu 150 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr berichtet 

(Rustgi 1987). 

Tabelle 1: Inzidenz des Leberzellkarzinoms nach IARC 2012 

  POPULATION ASR  

Mongolia 94.4   

The Gambia 36.1   

Chinese Taipei 35.7   

Thailand 29.7   

Vietnam 29.3   

China 25.7   

Congo, Democratic Republic of 18.8   

Ghana 17.4   

Guinea-Bissau 16.7   

Senegal 16.4   

Sierra Leone 15.8   

Nigeria 9.9   

Western Europe 4.4   

Northern America 4.4   

basierend auf den Daten der GLOBOCAN Studien 2008. Quelle: http://globocan.iarc.fr/ 
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Man geht davon aus, dass in China, Korea und Südafrika 85 – 95% der HCC 

Patienten Hepatitis-B-Serum-Antigen (HbsAg) positiv sind (Rustgi 1987; El-Serag 

2012). Diese Tatsache unterstreicht die Bedeutung der Hepatitis als unabhängiger 

Risikofaktor für das Auftreten eines HCCs. Auch der in den Endemiegebieten um ca. 

20 Jahre niedrigere Altersgipfel des Erstauftretens zeigt, dass eine längere 

Exposition mit Hepatitisviren B/C in Kombination mit chronischer Entzündung und die 

dadurch verbundene, immunogene Zerstörung des Lebergewebes die Inzidenz des 

HCC maßgeblich erhöht (Kew et al. 1982; Zaman et al. 1985; Tanaka et al. 2011; El-

Serag 2012). Das Auftreten einer Leberzirrhose, egal ob auf Basis einer HBV/HCV-

Infektion oder aufgrund chronischen Alkoholkonsums, führt zu einer deutlich höheren 

HCC-Inzidenz (Beasley 1988). Auch Alkoholkonsum per se erhöht das Risiko an 

einem HCC zu erkranken, ebenso wie Rauchen und das Vorhandensein einer 

diabetischen Stoffwechselerkrankung (Jee et al. 2004). Diabetes mellitus ist aktuellen 

Metaanalysen zufolge sogar als eigenständiger Risikofaktor zu bewerten (Wang et al. 

2012). Neue Fallstudien weisen außerdem auf einen möglichen Zusammenhang 

zwischen dem chronischen Gebrauch von Anabolika und dem Auftreten eines HCC 

hin (Gorayski et al. 2008).  

 

1.3.2. Pathologie und molekulargenetische Veränderungen 

 

1.3.2.1. Pathogenese von Leberzellkarzinomen 

Die sogenannten „ovalen Zellen“ bilden die Basis des potentiell sehr regenerativen 

Lebergewebes. Sie gehen aus den „lining cells“ der Hering’schen Kanäle (terminale 

Gallengänge) hervor und sind multipotent. Sie können sich zu Hepatozyten, 

Gallengangzellen und auch Pankreaszellen differenzieren (Evarts et al. 1987; Braun 

et al. 1989; Lemire et al. 1991; Shiojiri et al. 1991). Durch diese Multipotenz und die 

damit verbundenen, sensiblen Differenzierungsmechanismen sind ovale Zellen 

allerdings auch potentielle Vorläuferzellen für Lebertumore (Sell et al. 1982; Hixson 

et al. 1990). Ein erhöhter Umsatz an ovalen Zellen wurde mit frühen Stadien der 

hepatischen Kanzerogenese in Verbindung gebracht (Braun et al. 1989). Dieser 

erhöhte Umsatz wird vor allem durch die Exposition mit kanzerogenen und 

lebertoxischen Stoffen (z.Bsp. Aflatoxin B1, HBV-X-Protein (HBx), Alkohol, Nikotin, 



 
17 

 

Medikamente, Kontrastmittel) ausgelöst (Saeter et al. 1990) und geht mit der 

erhöhten Synthese von Wachstumsfaktoren, wie z.Bsp. transforming growth factor 

(TGF-alpha / -beta), insulinlike growth factor II (IGF-II) und hepatocyte growth factor 

(HGF) einher (Evarts et al. 1992; Hu et al. 1993). 

Die Entstehung eines Leberkarzinoms lässt sich allgemein in 3 Abschnitte einteilen 

(Dragan et al. 1992): Initiation – Promotion – Progression. 

Im Stadium der Initiation erfolgt das erste Auftreten einer irreversiblen genetischen 

Veränderung. Diese Veränderung kann entweder spontan oder durch die Exposition 

mit kanzerogenen Noxen induziert sein. Genetische Disposition z.Bsp. durch das 

Vorhandensein einer Hämochromatose (Powell et al. 1996), eines Morbus Wilson 

(Berman 1988) oder eines α1-Antitrypsinmangels (Elzouki 1999) begünstigt die 

Tumorentstehung. Während die spontan auftretenden Ereignisse durch Überführung 

der ovalen Zelle in die Apoptose reversibel sind (Grasl-Kraupp et al. 1994), führen 

durch kanzerogene Noxen ausgelöste Veränderungen immer zu einem direkten 

Übergang in das Stadium der Promotion (Dominguez-Malagon et al. 2001).  

Das Stadium der Promotion zeichnet sich durch die Klonierung der genetisch 

irreversibel veränderten Krebsvorläuferzellen im gesunden Lebergewebe aus. Auch 

dieser Schritt ist prinzipiell noch reversibel (Solt et al. 1980). Kommt es allerdings zu 

einer fortlaufenden Exposition mit kanzerogenen Agenzien (den sog. „Promotoren“), 

besteht die Chance, dass sich die Krebsvorläuferzellen zu Tumorzellen entwickeln. 

Studien belegen, dass die konsequente Exposition mit Promotoren über einen 

möglichst langen Zeitraum für diesen Schritt im Promotionsstadium essentiell wichtig 

ist (Hendrich et al. 1986; Laconi et al. 1993). 

Im letzten Stadium, der Progression, erfolgt durch weitere genetische Veränderungen 

die Aktivierung von Onkogenen bzw. die Inaktivierung von Tumorsupressorgenen 

(Hsu et al. 1991; Pitot 1993). Dadurch verändern sich kleine Subpopulationen (1-5%) 

zu manifesten, malignen Leberzellkarzinomzellen (Pitot et al. 1991). 
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Abbildung 3: Die Stadien der (hepatischen) Kanzerogenese 

(Oliveira et al. 2007) 

Grafische Darstellung der elementaren Schritte der Kanzerogenese angelehnt an Dragan et al. 1992 

 

1.3.2.2. Genetische Veränderungen 

Die kritischen genetischen Veränderungen bei der Entwicklung eines HCC entstehen  

vor allem an Tumorsupressorgenen wie p53 oder dem retinoblastoma gene (RB) 

(Hsu et al. 1991; Murakami et al. 1991). Das p53 Gen wird durch im Zellzyklus 

auftretende DNA-Schäden aktiviert. Durch direkte Interaktion des p53 mit der DNA 

bzw. Transkriptionsaktivierung werden Gene induziert, die entweder zur Arretierung 

im Zellzyklus oder zur Apoptose führen (Kern et al. 1992). Vor allem Aflatoxin B1 

führt hochspezifisch durch eine Depurination an der 3te Base im Codon 249 des p53 

Gens zu dessen Funktionsverlust (Aguilar et al. 1993). Das HBx-Protein, eine nach 

der Integration von HBV DNA synthetisierte Serin-Threonin-Kinase, interagiert 

ebenfalls mit p53 und trägt so zur hepatogenen Kanzerogenese bei (Andrisani et al. 

1999). HBx fungiert außerdem als Transkriptionsaktivator, moduliert die intrazelluläre 

Signaltransduktion und beeinflusst die Zellproliferation/Apoptose. Die am besten 

untersuchte Funktion des HBx ist seine Fähigkeit zur Hochregulation von 

zelleigenen, aber auch viralen Genen (Spandau et al. 1988). Dabei bindet das HBx 

allerdings nicht direkt DNA, sondern greift über Phosphorylierung, mRNA-

Stabilisierung und Modulation von Zellkerntransportern in die intrazellulären 
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Proteinaktivitäten ein (Yeh 2000). 

Normalerweise führt die Integration von HBV-DNA in das Hepatozytengenom nur zu 

kleinen Mikrodeletionen (Nakamura et al. 1988), aber auch großflächige Deletionen 

am Chromosom 11p13 – 11p14 bzw. 13q und damit verbundener Verlust von 

potenziell wichtigen Genen wurden beobachtet (Wang et al. 1988). Diese wurden mit 

einer Progression zum manifesten HCC in Verbindung gebracht, sind aber nicht 

pathogonomisch (Rogler et al. 1985).  

Die Deletionen spiegeln sich auch in Studien zu hochregulierten Genen in HCCs 

wieder. Patil et al. haben in Ihrer großangelegten Studie die Häufigkeit des 

Auftretens spezifischer DNA-Kopien für im HCC hochexprimierte Gene in den 

einzelnen Chromosomen gemessen (Patil et al. 2005). Dabei zeigte sich im Vergleich 

zur durchschnittlichen Kopienzahl in gesunden Leberzellen eine deutliche 

Aktivitätsabnahme u.a. in den Chromosomen 11 und 13q. Die Chromosomen 1q, 6p, 

8q und 20, welche typischerweise in HCC hochregulierte Genloci beinhalten, zeigen 

eine deutlich erhöhte Aktivität. 

 

Abbildung 4: Chromosomale Aktivität von HCC-assoziierten Genen 

(aus Patil et al. 2005, modifiziert) 

Oben Aktivität auf dem ganzen Chromosom, unten Aktivität auf dem kurzen p-Arm (b) bzw. dem langen q-Arm 

(c). Rot markiert die in toto deregulierten Chromosomen, welche im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen. Der grüne 

Stern markiert die Chromosom(abschnitt)e mit stark erhöhter Aktivität. 
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Die Motivation von Patil et al. für ihre Suche nach in HCCs hochexprimierten Genen 

begründete sich unter anderem auf der Tatsache, dass der populärste 

Screeningparameter – das alpha-Fetoprotein (AFP) – vor allem bei frühen Stadien 

des HCC nur eine geringe Spezifität aufweist (Nguyen et al. 2002). Trotzdem wurde 

AFP mit einer mittleren Erhöhung um das ca. 62-fache als wichtigstes, 

sekretorisches und im HCC überexprimiertes Gen bestätigt, dicht gefolgt von einem 

leberspezifischen Glykoprotein, dem Glypican 3 (GPC3) (Patil et al. 2005). GPC3 ist 

ein membranständiges Proteoglycan und spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der 

Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose (Liu et al. 2012).  

Alle weiteren hochregulierten Gene wurden in spezifische Kategorien eingeteilt. 

Dabei fallen die meisten Gene in Gruppen für den Zellhaushalt, das Zellwachstum 

und den Proteinmetabolismus. Auf molekularer Ebene gehen die Produkte dieser 

Gene Hauptsächlich folgenden Aufgaben nach: Bindung an DNA, RNA oder 

Transkriptionsfaktoren und katalytische Aktivität. Diese Gengruppen und ihre 

Funktionsmechanismen sind als evident wichtig für die Entstehung eines HCCs 

einzustufen (Patil et al. 2005). Gene der RBM Gruppe tauchen in dieser Studie zwar 

auf (RBM7 – 1,67x Erhöhung und RBM3 – 1,56x Erhöhung), weisen aber im 

Vergleich zu anderen Genen eine relativ geringe Erhöhung auf. 
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2. Material 

 

2.1. Chemikalien,  Membranen 

Acrylamid       Serva 

Agarose       Invitrogen 

Amersham Hyperfilm ECL     GE Healthcare 

Amidoschwarz      Sigma 

Bisacrylamid       Serva 

Bromphenolblau       Serva 

CASYton       Innovatis 

Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma 

EDTA        Serva 

Ethanol       Roth 

Fötales Kälberserum (FKS)    PAA Laboratories 

Glycin        Serva 

H2O2        Sigma 

Isopropanol       Roth 

Magermilchpulver      Töpfer 

3-Mercapto-1,2-propandiol     Sigma 

Nanofectin       PAA Laboratories 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    Serva 

Nitrocellulosemembran Protran    Schleicher & Schuell 

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Serva 

PonceauS       Sigma 

Röntgen-Entwickler-Konzentrat    ADEFO-CHEMIE 

Röntgen-Fixierer-Konzentrat     ADEFO-CHEMIE 

Trishydroxamethyl-aminomethan (Tris)   Serva 

Trypsin/EDTA       PAA Laboratories 

Zellulosefilter (Whatman)     Herolab 

 

Alle weiteren, hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden über die Firma Roth 

(Karlsruhe) in analysereiner Form bezogen. 
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2.2. Puffer und Lösungen 

 

Amidoschwarz-Färbelösung         :          Isopropanol   25,0% (v/v)  

       Essigsäure   10,0% (v/v) 

       Amidoschwarz  0,1% (w/v) 

Bottom-stock   :  Tris-HCl pH 8,8  1,5 M 

(Trenngel)      SDS    0,4% (w/v) 

 

ECL-Lösung A   : Luminol in DMSO  250 mM 

 

ECL-Lösung B   : p-Coumarsäure in DMSO 90 mM  

 

ECL-Lösung C   : Tris HCL (pH 8,5)  1 M   

 

ECL-Lösungs-Mix   : Lösung A   2,5 ml 

       Lösung B   1,13 ml 

       Lösung C   2 ml 

       ad 250 ml H2O 

 

Entfärber-Lösung   : Isopropanol   10% (v/v) 

       Essigsäure   10% (v/v) 

 

PBS     : NaCl    140 mM 

       KCl    25 mM 

       MgCl2    0,5 mM 

       CaCl2    1 mM 

       Na-K-Phosphat  10 mM 
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PBS-Milch    : Magermilchpulver  5% (w/v) 

       in PBS 

PonceauS-Färbelösung  : PonceauS   0,1% (w/v) 

       Essigsäure   5% (v/v) 

 

2x Sample-Buffer                          : Tris HCL (pH6,8)  130 mM 

       SDS    6% (w/v) 

       3-Mercapto-1,2propandiol 10% (v/v) 

       Glycerol   10% (w/v) 

       Bromphenolblau  0,05% (w/v) 

                                                                 

SDS-Laufpuffer   :          Tris/HCl   0,025 M 

       SDS    0,1% (w/v) 

       Glycin    0,2 M 

 

Transferpuffer   : Tris/HCl   25 mM 

       Glycin    192 mM 

       Methanol   20% (v/v) 

       SDS    0,05% (w/v) 

 

Up-stock   :  Tris-HCl pH 6,8  0,5 M 

(Sammelgel)     SDS    0,4% (w/v) 

 

2.3. Geräte, Behälter 

Blotkammer   Transphor Elektrophoresis Unit, Hocter TE 

Photometer   NanoDrop 2000c, PEQLAB 

Photometer   Ultrospec 3100pro, Amersham Biosiences 

Scanner   LiDE 70, Canon 
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Spannungsquelle  PHERO-Stab. 300, BT-Fischer 

Ultraschallgerät  SONIFIER 250, Branson 

Zellkulturflasche 25cm² 50ml, red-cap, greiner bio-one 

Zellkulturflasche 75cm² red-cap, SARSTEDT 

Zellkulturschale  100x20mm, steril, greiner bio-one 

Zellzähler   CASY-Counter, Schade 

 

 

2.4. Proteine 

 

2.4.1. Größenmarker 

Zur Bestimmung der Molekülgröße bei der SDS-PAGE wurde ein hauseigener 

Mehrkomponentenmarker verwendet. Er eignet sich hervorragend für die Anwendung 

in 10%igen PAA-Gelen und erlaubt gemäß seiner Bestandteile eine ausreichend 

präzise Größenschätzung im Bereich von 14,4 – 94 kDa. 

LMW = „low molecular weight“ – Marker: 

 

   Phosphorylase b    94 kDa 0,5 mg/ml 

  Kälberserumalbumin  67  kDa 0,7 mg/ml 

  Ovalbumin    43 kDa 1 mg/ml 

   Carboanhydrase    30 kDa 0,5 mg/ml 

   Trypsininhibitor (Sojabohne)  20,1 kDa 1 mg/ml 

   Lactalbumin    14,4 kDa 0,5 mg/ml 

 

2.5. Antikörper & Vektoren 

 

2.5.1. Primärantikörper 

Verwendet wurden durch Frau Dr. Elisabeth Kremmer (GSF, München) erstellte, 

monoklonale (α-Ratte-)Antikörper. Darüber hinaus wurde zum Zwecke der 
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Quantifizierung ein gegen das Housekeeping-Gene GAPDH gerichteter (α-

Kaninchen-)Antikörper eingesetzt. 

 

Tabelle 2: Primärantikörper 

Bezeichnung Epitop Typ Konzentration 

6G7 RBM4a α-Ratte 1:5 

1B2 RBM4b α-Ratte 1:5 

6E10 RBM4a+b α-Ratte 1:5 

14C10 GAPDH α-Kaninchen 1:1000 

 

 

2.5.2. Sekundärantikörper 

Es wurden mit Meerrettichperoxidase gekoppelte Sekundärantikörper der Firma 

Sigma verwendet. (α-Rat-Pox, 1:5000; α-Rabbit-Pox, 1:5000) 

 

2.5.3. Expressionsvektoren 

 

2.5.3.1. pSG5 

Der pSG5-Vektor (s. Abbildung 5) ist ein sog. „high-copy-number“ Plasmid der mit 

Hilfe eines SV40-Promotors, eines anschließenden β-Globulin-Introns und eines den 

Expressionsrahmen abschließendes SV40-Polyadenylierungssignals als 

Expressionsvektor in eukaryotischen Zellen eingesetzt wird. An der „multiple cloning 

site“ des Vektors kann mit Hilfe der Restriktionsstellen EcoR I, BamH I oder BgI II 

das gewünschte Expressionsprodukt einkloniert werden. Ein „ampicillin“-Abschnitt 

bringt ein Gen für Ampicillinresistenz mit sich, wodurch sich bei der Vermehrung des 

Vektors im prokaryoten System die Vektorträger selektieren lassen. 
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Abbildung 5: Aufbau des PSG5 Expressionsvektors 

(Quelle: Stratagene PSG5 User Manual) 
 
 
 
 

2.6. Zellstämme 

 

2.6.1. HuH7-Lyon Zelllinie 

Die HuH7-Zellinie (CelluloNet, Lyon, France) weist sehr wenig bis gar keine 

endogene Expression von RBM4b auf (Pfuhl et al. 2008). Sie wurde 1982 aus dem 

HCC eines 57-jährigen Japaners gewonnen (Nakabayashi et al. 1982) und für diese 

Arbeit aufgrund der Ähnlichkeit zu den Originalproben ausgewählt. 

 

2.7. Computersoftware 

Canon ScanGear 12.1 (Canon Soft) Einscannen der Western Blots 

CorelDraw X5 (Corel Corporation) Grafiken, Abbildungen 

Excel 2010 (Microsoft)   Tabellarische Auswertung der Messwerte 
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Quantity One (BioRad)   quantitative Auswertung der Western Blots 

Sigma Plot 10.0 (Systat Software) statistische Auswertung und Schaubilder 

Word 2010 (Microsoft)   Textverarbeitung 

 

3. Methoden 

 

3.1. Erstellen von Proteinextrakten 

 

3.1.1. Extrakte aus humanen HCC-Proben 

Die von Herrn Prof. Dr. Otto Kollmar (Klinik für Allgemeinchirurgie im 

Universitätsklinikum Homburg) zur Verfügung gestellten, intraoperativ gewonnenen 

Präparate wurden in flüssigem Stickstoff aufbewahrt und wie folgt aufgearbeitet: 

Begonnen wurde mit der mechanischen Zerkleinerung der in Alufolie einwickelten 

Präparate. Anschließend wurden die Bruchstücke in ein 15 ml Probengefäß überführt 

und mit 500 µl 2x Sample Buffer versetzt. Die Zellen wurden dann für 3 x 10s mit 

dem Ultraschallstab aufgeschlossen und danach für 5 Minuten im Wasserbad 

gekocht. Die nun denaturierten und in 2x-Sample-Buffer gelösten Extrakte wurden im 

letzten Schritt bei 14000 U/min, 4°C über 5 min zentrifugiert, um eventuell 

zurückgebliebene Zelltrümmer vom Extrakt zu trennen. Die Absorption der fertigen 

Extrakte bei 280 nm konnten nun im Photometer gemessen werden. Mit der Formel 

   

 
 [            ]   wurde die entsprechende Pipettiermenge errechnet. Alle 

Proben stammten von nachweislich HBV/HCV negativen Probanden. 

 

3.1.2. Extrakte aus transfizierten HuH-7-Zellen 

Die Zellen wurden nach der Transfektion aus den Zellkulturschalen mit Hilfe von 

Trypsin/Medium und Zellschaber mobilisiert und in ein 15 ml Probengefäß überführt. 

Es folgte das Abzentrifugieren der Zellen bei 1200 U/min, 4°C über 10 min. Der 

Überstand wurde verworfen, zum Ausspülen der Mediumreste wurden 5 ml PBS 

zugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren (1200U/min, 4°C, 10 min) und 

Dekantieren des Überstandes wurde das Pellet im Plastikröhrchen mit 150 µl 2x-
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Sample-Buffer überschichtet und sofort auf Eis gelegt. Dann folgte der 

Ultraschallaufschluss für 15s, die Proben im Anschluss sofort auf Eis gelegt. 

Anschließend die wurden Proben für 5 min gekocht. Auch hier wurden die nun 

denaturierten und in 2x-Sample-Buffer gelösten Extrakte im letzten Schritt bei 14000 

U/min, 4°C über 5 min zentrifugiert, um eventuell zurückgebliebene Zelltrümmer vom 

Extrakt zu trennen. Die Absorption der fertigen Extrakte bei 280 nm konnte nun im 

Photometer gemessen und die entsprechende Pipettiermenge mit der Formel 

   

 
 [            ]   berechnet werden. 

 

3.2. Messung von relativen Proteingehaltsänderungen 

 

3.2.1. SDS-PAGE 

(Laemmli 1970; Sambrook et al. 1989) 

Die Grundlage der SDS-Gelelektrophorese ist die Anlagerung von SDS-Molekülen an 

Proteine. Dazu wurden die Proteinproben mit einem Überschuss an SDS (2x 

Samplebuffer) unter hohen Temperaturen inkubiert. So erfolgte unmittelbar mit der 

Denaturierung eine Anlagerung der SDS-Moleküle.  Die Proteine wurden so mit einer 

negativen Ladung versehen, die proportional zu ihren hydrophoben 

Aminosäureresten ist. Da dadurch auch die Eigenladung des Proteins weitgehend 

überdeckt wurden, erfolgte die Auftrennung nun fast ausschließlich nach 

Molekülgröße. Die negativ geladenen Proteinfragmente wurden durch das 

Acrylamidgel zur Anode transportiert, wobei große Proteine langsamer, und kleine 

Proteine sehr viel schneller durch die engen Poren gelangen. Die Porenweite des 

Polymers war durch das Variieren des Verhältnisses zwischen AA und BIS-AA frei 

wählbar. Durch die Zugabe von APS und TEMED (Katalysator) wurde die 

Polymerisierung endgültig gestartet. Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit 

wurde ein Verfahren zur  schärferen Proteintrennung durch den Einsatz eines in pH 

und Porengröße verschiedenen Sammel- und Trenngels angewendet (Schagger et 

al. 1987). Dadurch bildete sich an der pH-Umschlagsgrenze zwischen grobporigem 

Sammel- und feinporigen Trenngel eine schärfere, einheitliche Lauffront. 
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3.2.1.1. Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels 

 

Zunächst wurden zwei Glasplatten(14,5 x 16,5 cm) mit an drei Seiten eingelegten 

Teflon-Spacern unter Verwendung von 6 Metallklemmen aneinander geklemmt. 

Anschließend diese drei Seiten mit 1%iger Agarose abgedichtet. Die Dichtigkeit 

wurde durch das Eingeben von destilliertem Wasser geprüft. Dann wurde der 

schmale Raum zwischen den Glasplatten bis ca. 3cm unter die Oberkante mit 

flüssigem SDS-Polyacrylamid-Trenngel aufgefüllt, welches wegen der kurz vor dem 

Einfüllen erfolgten Zugabe von APS & TEMED rasch auspolymerisierte. Der restliche 

Raum wurde mit destilliertem Wasser überschichtet. 

War das Trenngel genügend fest polymerisiert, wurde das destillierte Wasser 

abgegossen. Der entstandene Hohlraum wurde mit flüssigem Sammelgel befüllt. 

Umgehend wurde ein mit Zähnen versehener Teflon-Spacer eingeführt, welcher nach 

der Polymerisierung des Sammelgels die Taschen für die Applikation der zu 

trennenden Proben bildete. 

Tabelle 3: Rezept für 10%iges SDS-PA-Gel 

 Trenngel Sammelgel 

Trenngel- /Sammelgelstock 4,0 ml 1,25 ml 

Acrylamid (30%) 5,3 ml 750 µl 

Bisacrylamid (2%) 2,12 ml 300 µl 

H2Obidest 4,58 ml 2,7 ml 

APS (10%) 140 µl 50 µl 

TEMED 14 µl 20 µl 

 

3.2.1.2. Durchführung einer SDS-PA-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Nach der Entfernung des Teflon-Kamms und des gegenüberliegende Spacers 

wurden die nun lediglich noch an den Seiten abgedichteten Glasplatten vertikal in ein 

Kammersystem eingespannt, so dass Ober- und Unterkante des Gels 

luftblasenfreien Kontakt zum SDS-Laufpuffer aufwiesen. Nun erfolgte das Pipettieren 

von 10 µl LMW in Tasche 1 und das Auftragen von jeweils 30 µg zu messender 

Proteinprobe in die anderen. Es wurde über den SDS-Laufpuffer eine „Top-Down“-
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Spannung angelegt, die die Proben mit 25 mA für ca. 20 Minuten durch das 

Sammelgel und anschließend für ca. 2 Stunden bei 35 mA durch das Trenngel zur 

Anode transportierte. Kurz bevor die durch das Bromphenolblau deutlich erkennbare 

Proteinfront die Unterkante des Trenngels erreichte wurde die Spannung 

abgeschaltet und das Gel durch vorsichtiges Ablösen der oberen Glasplatte 

freigelegt. 

 

3.2.2. Western-Blot 

(Towbin et al. 1979) 

Die im Trenngel elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden durch das Anlegen 

einer vertikal zur Oberfläche gerichteten Spannung vom SDS-Gel auf eine 

Nitrocellulosemembran übertragen. Dazu wurde die Nitrocellulosemembran im 

Transferpufferbad direkt auf das Gel gelegt und Blasenfrei zwischen zwei 

Zellulosefilter geklemmt. Dieses Sandwich wurde  zwischen zwei Kunsttoffgitter 

geklemmt und in die mit Transferpuffer befüllte Hocter TE-Kammer gesteckt. Es 

folgte der Blot unter 400 mA (bei 20 V) über eine Stunde. Hierbei wurden die negativ 

geladenen Proteine durch das elektrische Feld auf die Membran übertragen und 

blieben Aufgrund kovalenter Bindungen und hydrophober Wechselwirkungen dort 

haften. Anschließend wurde der fertige Blot in PonceauS-Färbelösung gelegt. So 

war, dank der unspezifischen Bindung des PonceauS an die auf der Membran 

befindlichen Proteine, eine erste Einschätzung zur korrekten und gleichmäßigen 

Ladung möglich. Da die Färbung sich gut mit H2O abspülen ließ und die 

aufgetragenen Proteine für die weitere Behandlung nicht beeinflusste (Salinovich et 

al. 1986) wurde dieser Schritt konsequent vor weiteren (Immun-)Färbungen 

durchgeführt. 
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Abbildung 6: Blot nach PonceauS-Färbung (s/w Kopie) 

Man erkennt deutlich den LMW-Marker in der ersten Spur, es folgen 5 Paare mit jeweils Normal- und 

Tumorgewebe. Die Intensität der Färbung lässt folgern, dass hier annähernd gleich viel Proteinmenge 

aufgetragen wurde. 

 

 

3.2.3. Detektion durch Immunfärbung 

(Whitehead et al. 1979) 

Während dieser Arbeit wurde mit der Methode des ECL Westernblottings gearbeitet. 

Dazu wurde zunächst sorgfältig mit H2O das PonceauS ausgewaschen und 

anschließend Blockingpuffer zugegeben, um die freien Bindungsstellen auf der 

Nitrocellulosemembran zu besetzen. Anschließend wurde der Blot mit einem 

Gemisch aus Primärantikörper und 5%iger PBS-Milch in Klarsichtfolie eingeschweißt 

und bei 4°C auf dem Taumler über Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde der Blot dann 

für 3 x 15 Minuten mit PBS gewaschen und erneut mit Sekundärantikörper(5%-PBS-Milch) 

inkubiert. Nach 1 Stunde bei 4°C auf den Taumler erfolgte erneutes Waschen 3 x 15 

Minuten mit PBS. 

Im Photolabor wurde ECL-Mix mit H2O2 versetzt und dieses Gemisch anschließend 

auf den Blot gegeben. In diesem alkalischen Puffersystem wurde das im ECL 

enthaltene Luminol durch die Meerrettich-Peroxidase oxidiert. Die hierbei emittierte, 

verbesserte Chemilumineszenz hat ihr Emissionsmaximum bei einer Wellenlänge 
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von 428 nm und ist ca. 100 mal stärker als herkömmliche 

Chemilumineszenzverfahren wie zum Beispiel bei der Anwendung von TMB (Olsson 

et al. 1982).  

 

 

Abbildung 7: Prinzip der verbesserten Chemilumineszenz 

Ab-HRP: Antibody-horseradish-peroxidase 

 

Zur quantitativen Erfassung der hauptsächlich im Blauspektrum abgegebenen 

Photonen wurde der blau-licht-sensitive Amersham Hyperfilm ECL aufgelegt 

(Whitehead et al. 1979; GE-Healthcare 2009). Es folgte Entwickeln und Fixieren 

unter Rotlicht. 

Im Anschluss wurde der Blot gründlich  für 2 x 10 Minuten in PBS gewaschen. Die 

Membran wurde dann ohne weiteres Stripping erneut mit Primärantikörper 14C10 

(GAPDH, Cell-Signaling) inkubiert (weiteres Vorgehen wie oben). Diese Form der 

sequentiellen Immunodetektion ist für Extrakte bei denen mehrere, verschiedene 

Antigene getestet werden sollen, statthaft (Kaufmann et al. 1987). 
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3.3. Eukaryotische Zellkultur 

 

3.3.1. Kultur von HuH7-Lyon-Zellen  

Die adhärenten HuH7-Lyon-Monolayer-Zellen wurden in „Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium“ („DMEM“, PAA) unter Zugabe von 10% fötalem Kälberserum, 1% Penicilin / 

Streptomycin (PAA) und 1% nicht-essentieller Aminosäuren (100x, PAA) bei 37°C, 

5% CO2 in 75cm² Zellkulturflaschen (SARSTEDT) im Brutschrank kultiviert. Da sich 

die phänotypischen Eigenschaften der Zelllinie bei zu hoher Zelldichte (90-100%) 

ändern (Nakabayashi et al. 1984), wurde nach Sichtkontrolle im Dunkelfeldmikroskop 

regelmäßig Mo – Mi – Fr gesplittet (1:10). Hierbei wurde zunächst das alte Medium 

abgenommen und die Kultur mit 10ml sterilem PBS (vorsichtig) gespült. 

Anschließend wurden 3ml Trypsin (PAA) zugegeben und für 3 Minuten im 

Brutschrank (37°C, 5% COs) erwärmt. Nach vorsichtigem Klopfen auf den 

Flaschenboden zum Lösen der Zellen wurde die enzymatische Aktivität des Trypsins 

durch Zugabe von 7ml Medium gestoppt. Es folgte sorgfältiges Abspülen des 

Flaschenbodens durch mehrmaliges Aspirieren der Flüssigkeit. 1ml wurde in der 

Flasche belassen, der Rest für die Experimente verwendet oder verworfen.  

 

3.3.2. Zellzählung (CASY) 

Die Transfektion der Huh-7-Zellen erwieß sich als schwierig. Um eine optimale 

Transfektion zu gewährleisten und gleichzeitig leicht unter 90% Zelldichte zu bleiben, 

wurde zunächst eine Zellzählung mittels CASY-Counter (Schade) durchgeführt. So 

war ein standardisiertes Auftragen von 2 * 106 Zellen möglich. Dazu wurden 8 µl der 

im Medium mobilisierten Zellen in 8 ml Elektrolytlösung (CASYton, Innovatis) 

resuspendiert. Diese Zellsuspension mit nun bekannter Verdünnung (1:1000) wurde 

durch den CASY-Counter aspiriert und unter Strom gesetzt. Die Integrität und Größe 

der Zellmembran bestimmte über den Grad der Leitfähigkeit für Strom. Lebendige, 

große, intakte Zellen leiteten den Strom fast gar nicht, wirkten also als elektrische 

Isolatoren mit hohem Widerstand. Tote Zellen und kleine Zellfragmente hingegen 

leiteten den Strom gut und hatten einen nur geringen Widerstand. Diese 

Veränderungen des Widerstandes wurden gemessen und in einem Histogramm 
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ausgegeben. So leißen sich die Zellen anhand ihrer Vitalität (Membranintegrität), 

Größe und Zellzahl differenzieren. 

 

3.3.3. Transfektion von Huh7-Zellen mit Nanofectin 

 

(Nanofectin Kit Manual, PAA, USA) 

Nanofectin ist eine Transfektionsreagenz, die eine hohe Transfektionseffizienz bei 

gleichzeitig niedriger Zelltoxizität sicherstellen soll. Dabei ist die Wirkung unabhängig 

von der Anwesenheit von Serumbestandteilen. Nanofectin besteht aus einer positiv 

geladenen, DNA-bindenen Domäne und einem schützenden Nanopartikel. Die zu 

transfizierende DNA wird im Inneren des Nanopartikels gebunden und ist somit 

gegen Degradation z.Bsp. durch Nukleasen geschützt. Dieser DNA-Nanofectin-

Komplex hat dann eine spezifische Größe erreicht, die die Aufnahme des Komplexes 

in die Zelle durch Endozytose ermöglicht. „Unbeladene“ Komplexe werden nicht 

aufgenommen. Es wurden 2 x 106 Zellen auf 100x20 mm Zellkulturschalen 

ausgesäht und für 24 h im Brutschrank (37°C, 5% CO2) inkubiert. Anschließend 

erfolgte die Transfektion mit 25 µl Nanofectin und 8 µg DNA pro Schale. Zum 

Schluss wurde dann bereits nach 24h geerntet.  
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Entnahme und Aufarbeitung der Proben 

 

Die verwendeten Gewebeproben wurden über einen Zeitraum von 5 Jahren bei 

Leberresektions-Operationen im Uniklinikum Homburg entnommen. Es gab keine 

spezifischen Einschlusskriterien für die Entnahme, bei der Auswahl der Proben für 

diese Studie wurden alle verwertbaren Probenpaare verwendet. Neben 

Patientenalter und Geschlecht sind die Tumorgröße, das Tumorstadium und die 

pathologisch gesicherte Tumorentität sehr gut dokumentiert und wurden für diese 

Arbeit herangezogen. Mangels spezifischer Einschlusskriterien war eine zweifelsfreie 

Randomisierung jedoch nicht gegeben. Es ergab sich ein w:m-Verhältnis von 8:10, 

das durchschnittliche Alter bei OP betrug ~ 63 Jahre. Unter den 18 Lebertumoren 

waren 12 eindeutig hepatozellulären Ursprungs, 4 konnten cholangiozelluären und 2 

gemischten Formen zugeordnet werden. 

Tabelle 4: Liste der verwendeten Probenpaare 

Probenpaar Geschlecht Alter 
Tumorgröße in cm 

(max. Dimension) 
TNM Histologie 

1 W 63 6,1 T4NxMx CCC 

2 M 60 5,5 T3NxMx CCC 

3 M 68 7 T2N1M0 HCC/CCC 

4 W 72 6,5 T3N0M0 HCC 

5 M 62 3 T1N0M0 CCC 

6 M 67 2 T1N0M0 HCC 

7 W 39 15 T4N1M1 HCC/CCC 

8 M 68 3,2 T1N0M0 HCC 

9 M 74 6,9 T2NxMx HCC 

10 W 46 3,2 T1NxMx HCC 

11 W 69 10,8 T3N0M0 HCC 

12 W 75 5,8 T1N0M0 HCC 

13 W 53 5 T2N1M0 HCC 

14 M 65 14 T1NxMx HCC 

15 W 67 8 T3N1Mx CCC 

16 M 75 9 T3N1M1 HCC 

17 M 58 11,5 T3N0M0 HCC 

18 M 56 15 T2N1M0 HCC 
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Die Aufarbeitung der Proben gestaltete sich als schwierig. Das Hauptproblem war 

eine gleichbleibende Qualität der Proteinextrakte zu gewährleisten. Trotz identischer 

und höchst sorgfältiger Aufarbeitung wiesen die Proben teilweise große Unterschiede 

in ihrer Konzentration auf. Aufgrund zu niedriger Konzentrationen wurden 6 

Probenpaare verworfen (nicht in Tab. 4 dargestellt). Alle in dieser Arbeit verwendeten 

Probenpaare wiesen ähnliche Proteinkonzentrationen auf. Um Messfehlern 

entgegenzuwirken wurde bei allen Proben in einem Photometer die (optische) Dichte 

bei 280nm gemessen und damit für jede Probe eine spezifische Pipettiermenge 

berechnet (s. Kap. 4.1). 

 

4.2. Western-Blots 

Entsprechend dieser Pipettiermengen wurden die Proben auf SDS-Gele aufgetragen 

und elektrophoretisch getrennt. Eine anschließende Färbung mit PonceauS 

(reversible Färbung aller Proteine auf der Cellulose) gab Aufschluss über die korrekte 

Berechnung der Pipettiermengen. Obwohl es zwischen den Aufbereitungschargen 

geringe Unterschiede gab, wurde auf eine Vergleichbarkeit der Proben untereinander 

Wert gelegt.  

 

Abbildung 8: PonceauS-Färbung der Aufbereitungschargen im Vergleich 

Die Paare setzen sich jeweils aus einer Normalprobe (N) und einer Tumorprobe (T) zusammen. Man 
erkennt den Unterschied in der Gesamtproteinmenge zwischen Extrakten aus Charge 1 (Paare 1-3) 
und Charge 2 (Paare 4+5).  
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War das Ergebnis der PonceauS Färbung entsprechend gut, wurde der Blot 

zunächst mit dem RBM4 Antikörper und dann mit dem GAPDH-Antikörper inkubiert. 

Während die Ergebnisse mit den RBM4 Antikörpern gut quantifizierbar waren, 

wiesen die GAPDH-Banden bei manchen Blots trotz der sehr guten Färbungen 

unterschiedliche Intensitäten auf. Exemplarisch ist auf Abb. 9 ein fertiger Blot zu 

sehen, alle verwerteten Probenpaare sind im Appendix gegenüber gestellt. 

 

 

Abbildung 9: Western-Blot der Lark-A-Messreihe  

(exemplarisch; steht nicht in Zusammenhang mit Abb. 8) 

Obwohl sorgfältig auf eine gleichmäßige Beladung der einzelnen Spuren geachtet wurde, gibt es Varianzen in der 

GAPDH- Quantität. 
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4.3. Quantifizierung und Auswertung 

Um trotz der GAPDH-Varianz gute, vergleichbare Ergebnisse zu erzielen wurde bei 

der Quantifizierung sowohl die GAPDH-Bande, als auch die RBM4-Bande von der 

herrschenden Hintergrundfarbe abgezogen, um dann die Intensität der RBM4-Bande 

im Verhältnis zur GAPDH-Bande zu quantifizieren.  

 

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung der Proteinquantifizierung 

Bild a) zeigt ein Probenpaar mit Normal- (N) und Tumorgewebe (T), Bild b) zeigt die entsprechenden 

Ausschnitte, die im Quantifizierungsprogramm markiert und anschließend verrechnet wurden. 

Erläuterung im Abschnitt 5.3. 

 

Die Quantifizierung lieferte zunächst Werte relativ zur jeweiligen GAPDH-Menge, 

welche dann vergleichend zwischen Normal- (N) und Tumorgewebe (T) ins 

Verhältnis gesetzt wurde. So wurde eine relative Änderung (rA) der Proteinmenge 

zwischen N und T-Gewebe ermittelt. Die folgenden Formeln beziehen sich auf Abb. 

10 und sollen dieses Vorgehen exemplarisch illustrieren. 

                     
 ⁄
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Die Auswertung dieser Messdaten bestätigt unsere Vermutung, dass RBM4b in 

Tumorzellen im Vergleich zum Normalgewebe deutlich reduziert ist. Für RBM4a 

scheint sich keine solch eindeutige Tendenz abzuzeichnen.  

 

Tabelle 5: relative Änderung RBM4a/b von Normal- zu Tumorgewebe 
 

Probenpaar RBM4 a RBM4 b 

1 151,45 %  -84,74 %  

2 60,40 %  -95,69 %  

3 -61,75 %  -87,64 %  

4 134,45 %  -80,17 %  

5 -64,41 %  -99,20 %  

6 133,95 %  -99,26 %  

7 -82,40 %  -76,11 %  

8 134,92 %  76,38 %  

9 123,48 %  -87,64 %  

10 17,69 %  -37,63 %  

11 268,34 %  -98,56 %  

12 -42,75 %  -94,60 %  

13 119,92 %  -85,49 %  

14 114,56 %   -34,89 %  

15 66,23 %  -14,97 %  

16 -1,43 %  -15,14 %  

17 -67,50 %  -47,24 %  

18 -36,48 %  -84,36 %  

 

Eine komplette Liste der gemessenen und verrechneten Werte, sowie eine 

Gegenüberstellung der gemessenen RBM4b-Paare mit ihrer jeweiligen Ladekontrolle 

befinden sich im Appendix (Seite 61 ff.). Für die grafische Auswertung dieser 

relativen Veränderungen erfolgt zunächst die Berechnung der rA durch SigmaBlot, 

welches dann die Ergebnisse für die beiden Proteine getrennt in einem Boxblot 

auftrug. 
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Abbildung 11: relative Änderung von RBM4 a/b im Tumorgewebe 

Links für RBM4a – keine klare Tendenz 

Rechts für RBM4b – mit hoher Siginifikanz erfolgt eine mittlere Abnahme von ~85% 

 

Während die Erniedrigung von RBM4b im Tumorgewebe (im Mittel um ~ minus 85%) 

mit hoher Signifikanz (p = 0,0008) bei fast allen Proben zu erkennen ist, scheint 

RBM4a einen Trend zur Erhöhung zu haben. Diese Veränderung des RBM4a-

Gehalts ist allerdings nicht signifikant und variiert sehr stark zwischen einer Abnahme 

von ~ minus 82% und einer Erhöhung von über 200%.  

 

4.3.1.  RBM4b-Erniedrigung im Tumorgewebe 

Eine signifikante RBM4b-Erniedrigung zeigte sich mit einer Ausnahme von Probe 8 

bei allen gemessenen Probenpaaren. Dabei scheint die Abnahme des RBM4b-

Gehalts keiner offensichtlichen Gesetzmäßigkeit zu folgen. Eine Korrelation der 

RBM4b-Abnahme mit Tumorgröße (gemessen in maximaler Tumordimension in cm) 
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und Tumorstadium (als „T“-Stadium nach geltender TMN-Klassifikation, (Wittekind et 

al. 2011)) ergaben nach linearer Regression mit einer Signifikanz von p = 0,8744 

eine durchschnittliche RBM4b-Abnahme von 0,44% pro cm Tumorgröße und mit 

einer Signifikanz von p = 0,5238 eine RBM4b-Abnahme um 6,9% pro durchlaufenem 

Tumorstadium. 

Die RBM4b-Abnahme ist folglich unabhängig von Tumorgröße und weitgehend 

unabhängig vom Tumorstadium. 

 

 

Abbildung 12: Korrelation von Tumorgröße / Tumorstadium zur RBM4b-Änderung 

Weder bei der Korrelation mit der Tumorgröße (links) noch mit dem Tumorstadium (rechts) ist eine eindeutige 

Korrelation abzuleiten. Neben den einzelnen Messwerten ( • ) sind die nach linearer Regression erzeugten 

Regressionsgeraden verzeichnet. 

 

 

Die RBM4b-Erniedrigung ist unabhängig von Geschlecht (75% Konfidenzintervall (KI) 

nahezu identisch, s. Appendix) und Alter (lin. Regression, s. Appendix), allerdings 

scheint eine massive RBM4b-Erniedrigung von über minus 50% bei Lebertumoren 

histologisch cholangiozellulären (CCC) Ursprungs oder teilweise cholangiozellulären 

(HCC/CCC) Ursprungs gehäuft auf zu treten (Abb. 13). Um diese Vermutung aber 
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sicher zu untermauern, sind aufgrund der geringen CCC- bzw. HCC/CCC-

Probenzahl weitere Untersuchungen mit größeren Fallzahlen nötig. 

 

 

Abbildung 13: Rbm4b-Änderung vs. Tumorentität 

Die Rbm4b-Abnahme in Lebertumoren hepatozellulären Ursprungs (HCC) streut stark, während die Abnahme bei 

Lebertumoren cholangiozellulären Ursprungs (CCC) durchweg stark negativ ausfällt. 

 

4.3.2. Veränderung des RBM4a Gehalts 

 

Die Veränderung des RBM4a-Gehalts wies eine breite Streuung auf. Er war im 

Gegensatz zu RBM4b nicht konstant erhöht oder reduziert in Tumor- oder 

Normalgewebe (s. Abb 11). Auch für RBMa wurde eine Beeinflussung durch 

Geschlecht und Alter weitgehend ausgeschlossen, es existiert wohl eine leichte 

Tendenz zu erhöhtem RBM4a beim älteren Patienten (s. Appendix). 

Interessanterweise zeigte sich bei einer Korrelation der RBM4a Änderung mit der 

Tumorgröße ein deutlich stärkerer Zusammenhang als zuvor bei RBM4b. So sank 

der RBM4a Gehalt im Tumor um im Mittel ca. 5% pro cm Tumordimension (p 
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=0,4017). Auch die RBM4a-Änderung war weitgehend unabhängig vom 

durchlaufenen Tumorstadium. Auffallend war die im Vergleich zu RBM4b genau 

gegensätzliche Tatsache, dass RBM4a vor allem in Tumoren histologisch 

hepatocellulärem (HCC) Ursprungs erniedrigt zu sein scheint. Auch diese Tatsache 

ist aufgrund der geringen CCC Probenzahl nur eingeschränkt beurteilbar. 

 

 

Abbildung 14: RBM4a vs. Tumorgröße /-entität 

Links die Korrelation von RBM4a mit der Tumorgröße, die Regressionsgerade lässt auf eine Abnahme von 

RBM4a in größeren Tumoren um ~ 5% pro cm schließen (p=0,4017). 

Rechts die prozentuale Änderung des RBM4a Gehalts im Vergleich zwischen Tumoren hepatocellulärer (HCC) 

und cholangiozellulärer (CCC) Herkunft. 

 

 

4.3.3. Zusammenhang der Proteingehaltsänderungen 

 

Nach Lai et al befindet sich das Gen für RBM4a komplett innerhalb des zweiten 

Introns von RBM4b (Lai et al. 2003). Die Vermutung liegt also nahe, dass eine 

Herabregulation von RBM4b die Expression von RBM4a nachhaltig beeinflusst. Trägt 

man die prozentualen Veränderungen der beiden Proteine als XY-Paar in einem 

Diagramm auf (Abb. 15) stellt man allerdings erstaunlicher Weise fest, dass die 

Veränderungen des RBM4a/b-Gehalts unabhängig voneinander auf zu treten 
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scheinen. Es besteht offensichtlich kein festes Verhältnis zwischen RBM4b-

Reduktion und RBM4a-Änderung. 

 

Abbildung 15: RBM4a- vs. RBM4b-Änderung 

Es ist kein offensichtlicher Zusammenhang zwischen den Veränderungen zu erkennen. Wäre das Verhältnis 

zwischen den Veränderungen konstant, müsste die Regressionsgerade bei gleichem Maßstab von x- und y-

Achse annährend mit einer Steigung von a = 1 verlaufen. Regression liefert: a = 0,0268 

 

Um diese These weiter zu untermauern, wurden Huh7-Zellen durch eine Nanofectin-

Transfektion mit pSG5-gekoppeltem RBM4a bzw. RBM4b transfiziert. Dabei wurde 

zur Erfolgskontrolle ein HA-Tag (RBM4a) bzw. ein FLAG-Tag (RBM4b) integriert. 

Insgesamt wurde diese Versuchsreihe 3mal durchgeführt. In keinem der Versuche 

konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression von RBM4a und RBM4b 

hergestellt werden. Die endogene RBM4a Gehalt der Huh7-Zellen konnte zwar durch 

die zusätzliche Expression von RBM4a deutlich gesteigert werden, blieb durch eine 

zusätzliche Expression von RBM4b aber gänzlich unverändert. Gleichermaßen 

wurde der kaum messbare endogene RBM4b-Gehalt (Pfuhl et al. 2008) der Huh7-
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Zellen durch die zusätzliches RBM4b sehr stark erhöht, blieb bei zusätzlicher 

RBM4a-Expression aber unverändert gering.  

 

 

Abbildung 16: Huh7-Transfektion (exemplarisch) 

Exemplarische Darstellung einer Huh7-Transfektion. Bild a) zeigt in den Spalten 1-3 die Banden der nativen 

Huh7-pSG5-Extrakte (pSG5), der mit HA-RBM4a (+A) und der mit FLAG-RBM4b transfizierten Zellextrakte. Auf 

Bild b) ist die erfolgte Transfektionskontrolle durch eine serielle Applikation von HA- bzw. FLAG-Antikörper zu 

erkennen. 

 

Für den in Abb. 16 exemplarisch dargestellten Versuch ergeben sich  nach einer 

Quantifizierung relativ zu den jeweiligen GAPDH-Banden  folgende Werte: 

Tabelle 6: Quantifizierung Transfektionsversuch 

 

 

Die Expression von RBM4a und -b scheint somit weitgehend unabhängig vom jeweils 

anderen Protein zu erfolgen, da eine messbare Veränderung nur dann auftritt, wenn 

die entsprechende Variante gezielt in die Zelle transfiziert wird. 
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5. Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der relativen Proteingehaltsänderung von 

RBM4a bzw. RBM4b in Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe. 

Durch die Auswahl von Probenpaaren aus derselben Leber konnten nicht-

karzinombedingte Einflüsse auf den Proteingehalt weitgehend ausgeschlossen 

werden. Mit den Transfektionsversuchen an Huh7-Zellen wurde auch eine 

gegenseitige Transkriptionsbeeinflussung der Proteinvarianten ausgeschlossen. 

Es zeigte sich wie vermutet eine deutliche Abnahme des RBM4b-Gehalts im 

Tumorgewebe. Diese Tatsache widerspricht der Vorstellung, dass in tumorös 

verändertem Gewebe – mit Ausnahme von Tumorsupressorgenen – am 

Zellstoffwechsel beteiligte Gene eher überexprimiert werden.  

 

5.1. Gewinnung und Aufarbeitung der Probenpaare von HCC-Patienten 

Die Gewinnung der Proben erfolgte durch Herrn Prof. Dr. Otto Kollmar (Klinik für 

Allgemeinchirurgie im Universitätsklinikum Homburg) während der im Zeitraum 

von 2002-2010 durchgeführten Leberteilresektionen. Sie wurden für die 

Durchführung dieser Arbeit in flüssigem Stickstoff zur Verfügung gestellt. Zum 

Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit liegen für die Proben keine separaten 

pathologischen Begutachtungen vor, es ist also letztendlich  nicht gänzlich 

auszuschließen, dass es bei Gewinnung oder Lagerung zu Verwechslungen 

gekommen sein könnte. Dies könnte beispielsweise bei Probenpaar Nummer 8 

der Fall gewesen sein. Dort spricht die Änderung des RBM4b-Gehalts im 

Tumorgewebe eher für eine „Normal“-Probe.  

Die Aufbereitung der Proben gestaltete sich teilweise als schwierig. Nach dem 

Lösen der Proben im SB-Buffer zeigten sich trotz minutiöser Einhaltung des 

Aufarbeitungsprotokolls photometrisch teilweise große Unterschiede  in der 

Konzentration der Proben. Wir führen dies auf die Konsistenz der verwendeten 

Präparate zurück: einige der Proben waren so stark zirrhotisch verändert, dass 

sie sich wegen der hohen Elastizität auch im Metallkugelschredder nur schlecht 

mechanisch zerkleinern ließen.  
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5.2. Quantifizierung der Proben per Haushaltsgen 

Um eine gute Vergleichbarkeit der Proben zu gewährleisten war die Auswahl des 

Verfahrens zur Quantifizierung sehr wichtig. ß-Actin (gene symbol: ACTB) kam 

wegen seiner Interaktion mit mir-145 als „housekeeping gene“ zur Quantifizierung 

nicht in Frage. Die als Tumorsupressorgen fungierende mir-145 interagiert mit 

vielen tumorassoziierten Genen (La Rocca et al. 2009; Chen et al. 2010; Drebber 

et al. 2011; Ren et al. 2013). So konnte zum Beispiel eine Deregulierung von mir-

145 im Prostatakarzinom gezeigt werden, welche durch die Interaktion mit Myosin 

VI dessen Expression stark erhöht und den ACTB Gehalt deutlich reduziert 

(Szczyrba et al. 2010). 

Schließlich wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

gewählt, weil es zum derzeitigen Kenntnisstand als gut verwertbares Referenzgen 

im Tumorgewebe ausgewiesen ist (Szczyrba et al. 2010; Souza et al. 2013). Die 

Tauglichkeit von GAPDH als Referenzgen für Untersuchungen am HCC wird 

allerdings auch kontrovers diskutiert (Cicinnati et al. 2008; Gao et al. 2008). Es 

kam im Laufe dieser Arbeit zu geringfügigen Abweichungen zwischen der 

Ladekontrolle mit PonceauS und der entsprechenden Quantifizierung mit 

GAPDH. Eine mögliche Erklärung sind die neusten Erkenntnisse über den 

Einfluss der karzinogenen Mutationen an Schlüsselgenen für den 

Glukosestoffwechsel. So führt eine Mutation am Protoonkogen „hypoxia-inducible 

factor-1a“ (HIF1a) zu einer massiven Umstellung des intrazellulären 

Glukosestoffwechsels (Herbert et al. 2011). Dabei fokussieren sich die 

gravierenden Veränderungen auf sehr frühe Schritte des Glukosestoffwechsels, 

wie dem Transport von Glucose in die Zelle via Glucose-Transporter (GLUT) 1 

und 3 (Mattmiller et al. 2011). GAPDH ist ein später Teil des 

Glukosestoffwechsels und wird von diesen Mutationen nur sehr wenig beeinflusst. 

So zeigte sich lediglich eine geringe Korrelation zwischen dem HIF1a Gehalt und 

der GAPDH-Expression (Monsef et al. 2007). Diese Tatsache lässt vermuten, 

dass ein erkennbarer Unterschied zwischen den Ladekontrollen lediglich bei sehr 

massiv veränderten Tumoren auftritt. Wir teilen die Meinung von Cicinnati et al. 

und halten GAPDH für das am besten geeignete Haushaltsgen zur 

Quantifizierung unserer Proben. 
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5.3. HCC spezifische Mutationen als Ursache für RBM4-Abfall? 

In einer großangelegten Analyse von hepatozellulären und cholangiozellulären 

Karzinomzelllinien wurden spezifische Chromosomenaberrationen für diese 

Tumoren untersucht (Wilkens et al. 2012). Die Ergebnisse decken sich mit den 

Untersuchungen von Patil et al. zur chromosomalen Aktivität von HCC-

assoziierten Genen (Patil et al. 2005). So konnten neben den Schwerpunkten der 

Aberrationen auf den Chromosomen 1, 8 und 13 auch Veränderungen auf 

Chromosom 11q12.3 nachweisen, einem Bereich der in unmittelbarer Nähe des 

Genlocus von RBM4 (11q13) liegt. Chromosomale Veränderungen in diesem 

Bereich sind nach Wilkens bei HCC und CCC gleichermaßen zu finden, was sich 

mit den Erkenntnissen aus dieser Arbeit deckt. Trotzdem scheint eine massive 

RBM4b Erniedrigung nach unseren Ergebnissen eher eine CCC spezifische 

Veränderung zu sein. Dies ist aufgrund der geringen Probenzahl (gesicherte 

CCC-Proben: 4 aus 18) leider nur bedingt beurteilbar. Hier wäre ein interessanter 

Ansatz für weitere Untersuchungen. Sollte sich der Zusammenhang bestätigen, 

könnte eine massive RBM4b Erniedrigung bei der histopathologischen 

Diagnosesicherung den Verdacht auf einen cholangiozellulären Ursprung 

bekräftigen.  

 

5.4. RBM4 als Regulator im KRAS-Pathway 

AGO2 co-sedimentiert mit großen Mengen von KRAS assoziierter mRNA und 

wurde – wenn mutiert – mit der Entstehung von Karzinomen in Verbindung 

gebracht (Kranenburg 2005). Für RBM4 wurde eine Funktionalität an der 3‘-UTR 

des KRAS und die Interaktion mit multiplen miRNA targets nachgewiesen (Hock 

et al. 2007). Karzinogene Mutationen am Onkogen KRAS sind hauptsächlich in 

Prankreas-, Schilddrüsen-, Colon- und Lungenkarzinomen beschrieben 

(Kranenburg 2005). Manche KRAS Mutationen verursachen deutlich aggressivere 

Tumorphänotypen als andere (Samowitz et al. 2000), so werden für die 

Krebstherapie entwickelte Substanzen gezielt auf bestimmte, mit sehr schlechter 
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Prognose assoziierte KRAS Mutationen gerichtet (Friday et al. 2005). Der genaue 

Mechanismus hinter dieser Beobachtung ist ungeklärt.  

Vielleicht wurde mit RBM4 ein wichtiger, repressiver Co-Faktor für die 

Selbstinaktivierung von KRAS entdeckt. Die konsequente Deregulierung im 

Tumorgewebe könnte somit trotz genotypisch intaktem KRAS eine 

überschießende Funktion des Onkogens verursachen. In unserer Arbeit haben 

wir beobachtet, dass die Quantität der relativen Abnahme von RBM4 nur schwach 

mit einem progredienten Tumorstadium assoziiert ist. Somit ist auch eine 

Kombination aus beidem – also einer Mutation des KRAS und einer fehlenden 

Inaktivierung durch RBM4 denkbar.  

 

5.5. Beeinflussung von kritischen Zellzyklusgenen wie p53 

 

Die Unterdrückung von p53 gilt als evidente, molekulare Ursache der Entstehung 

von Karzinomen des Menschen (Soussi 1996; Levine 1997). Kurze Zeit später 

wurde die funktionelle Integrität von p53 in Leberzellkarzinomen untersucht und 

mit dem Vorhandensein von Hepatitis-X-Antigen (HBx) in Verbindung gebracht. 

Dabei zeigte sich, dass die protektive Funktion von p53 in Hepatitis infizierten 

Leberzellen mit hohem HBx-Gehalt stark reduziert ist, nicht aber der p53-Gehalt 

per se (Greenblatt et al. 1997; Kew 1997). Das HBx-Antigen ist eine 

Proteinkinase und wird durch Autophosphorylierung aktiv. Es greift nicht nur direkt 

über die Beeinflussung von Apoptose und DNA-Reparatur in die Kontrolle des 

Zellzyklus ein, sondern es vermag auch durch Interaktion mit p53 dessen 

Interaktion mit wichtigen Substraten zu Inhibieren (Feitelson et al. 1997; 

Arbuthnot et al. 2000). Diese funktionellen Einschränkungen von p53 führen 

ebenfalls zu Fehlern im Zellzyklus und letztendlich zur Entartung des Gewebes 

(Ueda et al. 1995; Dewantoro et al. 2006). Auch RBM4 wird durch 

Phosphorylierungsprozesse aktiv, welche vor allem durch zellulären Stress 

ausgelöst werden. Eine funktionelle Ähnlichkeit zum HBx wäre auch deshalb 

denkbar, weil auch für RBM4 sowohl Protein-Protein- (WT1), Protein-mRNA- 

(AGO) und Protein-DNA-Interaktionen (Exonselektion bei α-TM) nachgewiesen 

wurden (siehe Abschnitt 1.2.3.), die alle für sich oder in Kombination zu einer 
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Beeinflussung von kritischen Zellzyklusgenen führen könnten. Da RBM4b bei 

Zellstress vermehrt aktiv ist und dann die Translation von mRNA am 

endoplasmatischen Retikulum fördert, wäre in der gesunden Zelle von einer 

protektiven Funktion des RMB4b im Zellzyklus auszugehen (Lin et al. 2007; 

Lin,Tarn 2009). Wenn seine Funktion – analog der Interkation des HBx mit p53 – 

kritisch für das korrekte Arbeiten eines Tumorsupressorgenes oder die 

Beherrschung eines Protoonkogenes wäre, könnte der Verlust von RBM4b in der 

Leberzelle ein wichtiger Schritt in der Entwicklung von Leberzellkarzinomen 

darstellen. 
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Appendix-Tabelle 1: gemessene Intensitäten für Normal (IN) und Tumor (IT) -Gewebe 

Probe IN  IT rA 

1 – RBM4a 0,432965989 1,08869562 +151,45 
1 – RBM4b 0,110111636 0,01570206 -85,74 

2 – RBM4a 0,642103697 1,02996209 +60,40 
2 – RBM4b 1,310534986 0,05644818 -95,69 
3 – RBM4a 2,302320504 0,88063515 -61,75 
3 – RBM4b 0,365255881 0,04513785 -87,64 
4 – RBM4a 1,734672896 4,06687769 +134,45 
4 – RBM4b 1,548073949 0,3069271 -80,17 
5 – RBM4a 2,502340753 0,89060787 -64,41 

5 – RBM4b 1,886000863 0,01511626 -99,20 
6 – RBM4a 0,739214972 1,72937772 +133,95 

6 – RBM4b 1,638361253 0,01215316 -99,26 
7 – RBM4a 0,642337338 0,11302627 -82,40 

7 – RBM4b 0,472724287 0,1129436 -76,11 

8 – RBM4a 0,56095165 1,31781524 +134,92 
8 – RBM4b 0,243562731 0,42959273 +76,38 
9 – RBM4a 0,393427042 0,87921675 +123,48 

9 – RBM4b 1,162745229 0,14377093 -87,64 
10 – RBM4a 0,678710227 0,79880146 +17,69 
10 – RBM4b 0,756412145 0,47177204 -37,63 
11 – RBM4a 0,350032484 1,28930741 +268,34 

11 – RBM4b 3,449661028 0,04952095 -98,56 
12 – RBM4a 0,921118311 0,52737207 -42,75 

12 – RBM4b 1,040843842 0,05623782 -94,60 
13 – RBM4a 0,282335854 0,62091989 +119,92 

13 – RBM4b 0,597411524 0,08667017 -85,49 
14 – RBM4a 0,331508985 0,71128719 +114,56 

14 – RBM4b 0,542349968 0,35310725 -34,89 
15 – RBM4a 0,194829845 0,32387456 +66,23 

15 – RBM4b 0,092362237 0,07853602 -14,97 

16 – RBM4a 0,651418857 0,64208776 -1,43 
16 – RBM4b 0,327935318 0,27828242 -15,14 
17 – RBM4a 0,201210009 0,06539282 -67,50 
17 – RBM4b 0,167012246 0,08812392 -47,24 
18 – RBM4a 0,62446609 0,39667397 -36,48 

18 – RBM4b 0,389311246 0,06090588 -84,36 
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