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H e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a ( H C C) i s t h e t hir d-l e a di n g c a u s e of c a n c er-r el at e d d e at h  wit h li mit e d tr e at m e nt o pti o n s a n d fr e q u e nt
r e si st a n c e t o s or af e ni b, t h e o nl y dr u g c urr e ntl y a p pr o v e d f or fir st-li n e t h er a p y. T h er ef or e, b ett er u n d er st a n di n g of H C C t u m or
bi ol o g y a n d it s r e si st a n c e t o tr e at m e nt i s ur g e ntl y n e e d e d. H er e,  w e a n al y z e d t h e r ol e of p h o s p h o pr ot ei n e nri c h e d i n di a b et e s
( P E D) i n H C C. P E D h a s b e e n s h o w n t o r e g ul at e c ell pr olif er ati o n, a p o pt o si s a n d  mi gr ati o n i n s e v er al t y p e s of c a n c er. H o w e v er, it s
f u n cti o n i n H C C h a s n ot b e e n a d dr e s s e d y et.  O ur st u d y r e v e al e d t h at b ot h tr a n s cri pt a n d pr ot ei n l e v el s of P E D  w er e si g nifi c a ntl y
hi g h i n H C C c o m p ar e d  wit h n o n-t u m or al ti s s u e. Cli ni c o- p at h ol o gi c al c orr el ati o n r e v e al e d t h at P E D hi g h H C C s s h o w e d a n
e nri c h m e nt of g e n e si g n at ur e s a s s o ci at e d  wit h  m et a st a si s a n d p o or pr o g n o si s. F urt h er,  w e o b s er v e d t h at P E D o v er e x pr e s si o n
el e v at e d t h e  mi gr ati o n p ot e nti al a n d P E D sil e n ci n g t h e d e cr e a s e d  mi gr ati o n p ot e nti al i n li v er c a n c er c ell li n e s  wit h o ut eff e cti n g c ell
pr olif er ati o n. I nt er e sti n gl y,  w e f o u n d t h at P E D e x pr e s si o n  w a s r e g ul at e d b y a h e p at o c yt e s p e cifi c n u cl e ar f a ct or, H N F 4 α . A
r e d u cti o n of H N F 4α i n d u c e d a n i n cr e a s e i n P E D e x pr e s si o n a n d c o n s e q u e ntl y, pr o m ot e d c ell  mi gr ati o n i n vitr o. Fi n all y, P E D
r e d u c e d t h e a ntit u m or al eff e ct of s or af e ni b b y i n hi biti n g c a s p a s e- 3/ 7 a cti vit y. I n c o n cl u si o n, o ur d at a s u g g e st t h at P E D h a s a
pr o mi n e nt r ol e i n H C C bi ol o g y. It a ct s p arti c ul arl y o n pr o m oti n g c ell  mi gr ati o n a n d c o nf er s r e si st a n c e t o s or af e ni b tr e at m e nt. P E D
m a y b e a n o v el t ar g et f or H C C t h er a p y a n d s er v e a s a pr e di cti v e  m ar k er f or tr e at m e nt r e s p o n s e a g ai n st s or af e ni b.
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H e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a ( H C C) i s t h e t hir d  m o st c o m m o n

c a u s e of c a n c er-r el at e d  m ort alit y  w orl d wi d e. 1, 2 U nli k e  m o st
ot h er  m ali g n a n ci e s,  m ort alit y fr o m li v er c a n c er h a s i n cr e a s e d

si g nifi c a ntl y o v er t h e p a st 2 0 y e ar s a n d t h e  m e di c al a n d
e c o n o mi c b ur d e n of li v er c a n c er  will li k el y i n cr e a s e si g nifi-

c a ntl y i n  W e st er n p o p ul ati o n s o v er t h e n e xt d e c a d e s. 3

Pr o g n o si s of  H C C p ati e nt s i s p o or a n d 5- y e ar s ur vi v al r at e i s

ar o u n d 1 5 %. 2 Ri s k f a ct or s f or  H C C d e v el o p m e nt i n cl u d e
c hr o ni c vir al i nf e cti o n  wit h  H e p atiti s  B or  C vir u s ( H B V/ H C V),

e x c e s si v e al c o h ol a b u s e a n d n o n- al c o h oli c st e at o h e p atiti s
d u e t o o b e sit y a n d di a b et e s. 2 P ati e nt s ar e o nl y eli gi bl e f or

p ot e nti all y c ur ati v e tr e at m e nt s s u c h a s s ur gi c al r e s e cti o n or
li v er tr a n s pl a nt ati o n if  H C C i s d et e ct e d at a n e arl y st a g e.2 F or

s y st e mi c tr e at m e nt, t h e o nl y dr u g c urr e ntl y a p pr o v e d i s
s or af e ni b, a  m ulti-t yr o si n e ki n a s e i n hi bit or. 2 Alt h o u g h s or af e-

ni b h a s b e e n s h o w n t o i n cr e a s e o v er all s ur vi v al i n p ati e nt s
wit h a d v a n c e d st a g e  H C C, r e s p o n s e r at e i s p o or, 4 wit h o nl y
2 % of t h e p ati e nt s a c hi e vi n g p arti al r e s p o n s e, 7 1 % a c hi e vi n g

st a bl e di s e a s e a n d n o p ati e nt s a c hi e vi n g c o m pl et e r e s p o n s e
i n t h e p h a s e 3  S H A R P tri al (n = 6 0 2). 4 R e si st a n c e t o s or af e ni b

i n  H C C a n d ot h er c a n c er s h a v e b e e n a s s o ci at e d, f or e x a m pl e,

wit h el e v at e d e x pr e s si o n of a n gi o g e n e si s-r el at e d g e n e s,

fi br o bl a st gr o wt h f a ct or- 1,  N F-κ B, u pr e g ul ati o n of t h e t ar g et e d

M A P K/ E R K p at h w a y a n d e pit h eli al – m e s e n c h y m al
tr a n siti o n.5 – 8 I n a d diti o n, s or af e ni b i s fr e q u e ntl y a c c o m p a ni e d

b y  m o d er at e t o s e v er e si d e eff e ct s. 2 T h er ef or e, it  will b e

b e n efi ci al t o i d e ntif y p ati e nt s  w h o  m a y b e n efit fr o m s or af e ni b

t h er a p y a n d t o i m pr o v e o ur u n d er st a n d of t h e  m e c h a ni s m s of
s or af e ni b r e si st a n c e.

P E D ( p h o s p h o pr ot ei n e nri c h e d i n di a b et e s), al s o k n o w n a s
P E A 1 5 ( p h o s p h o pr ot ei n e nri c h e d i n a str o c yt e s 1 5), i s a

u bi q uit o u sl y e x pr e s s e d p h o s p h o pr ot ei n,  w hi c h  w a s ori gi n all y

i d e ntifi e d i n pri m ar y c ult ur e d a str o c yt e s.9, 1 0 P E D h a s a
pr o mi n e nt r ol e i n di a b et e s a n d gl u c o s e  m et a b oli s m. 1 1

F urt h er m or e, it  m o d ul at e s c ell ul ar pr o c e s s e s s u c h a s pr o-

lif er ati o n, a p o pt o si s a n d  mi gr ati o n i n v ari o u s c a n c er t y p e s
( e. g., br e a st, c ol o n a n d e s o p h a g e al c a n c er s).1 1, 1 2 I nt er e st-

i n gl y,  P E D  m a y a ct a s a t u m or pr o m ot or or t u m or s u p pr e s s or

a n d t hi s f u n cti o n s e e m s t o d e p e n d o n it s p h o s p h or yl ati o n

st at u s. 1 3 I n it s u n p h o s p h or yl at e d f or m,  P E D bi n d s  E R K 1/ 2
pr ot ei n a n d pr e v e nt s it s s u b s e q u e nt a cti v ati o n.  B y c o ntr a st,

p h o s p h or yl ati o n of  P E D at  S er 1 0 4 a n d  S er 1 1 6 r el e a s e s

1 I n stit ut e of P at h ol o g y, U ni v er sit y H o s pit al of B a s el, B a s el, S wit z erl a n d; 2 Bi o z e ntr u m,  U ni v er sit y of B a s el, B a s el, S wit z erl a n d; 3 I stit ut o p er l’E n d o cri n ol o gi a e l ’O n c ol o gi a
S p eri m e nt al e (I E O S), ‘G. S al v at or e ’, C o n si gli o N a zi o n al e d ell e Ri c er c h e ( C N R), N a pl e s, It al y; 4 U R T of t h e I n stit ut e of E x p eri m e nt al E n d o cri n ol o g y a n d  O n c ol o g y
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C o p e n h a g e n, C o p e n h a g e n, D e n m ar k; 8 I n stit ut e of P at h ol o g y, U ni v er sit y  M e di c al C e nt er  M ai n z,  M ai n z,  G er m a n y a n d 9 Di vi si o n of  G a str o e nt er ol o g y, U ni v er sit y H o s pit al of
B a s el, B a s el, S wit z erl a n d
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E R K 1/ 2,  w hi c h i n t ur n l e a d s t o t u m or pr o m oti o n  wit h i n cr e a s e d
c ell pr olif er ati o n a n d  mi gr ati o n. 1 2 I n a d diti o n,  P E D p h o s p h or yl a-
ti o n at  S er 1 1 6 f a cilit at e s it s bi n di n g t o F a s- a s s o ci at e d d e at h
d o m ai n pr ot ei n ( F A D D).  C o n s e q u e ntl y, F A D D- m e di at e d a p o pt o-
si s i s pr e v e nt e d a n d r e s ult s i n c ell gr o wt h a d v a nt a g e. 1 1 P E D
l e v el s ar e r e g ul at e d b y u bi q uiti n ati o n a n d pr ot e a s o m al
d e gr a d ati o n. 1 4 F urt h er m or e, tr a n s cri pti o n f a ct or  H N F 4 α h a s
b e e n d e s cri b e d a s a n u p str e a m r e g ul at or of  P E D.  B y bi n di n g
t o t h e  P E D pr o m ot er,  H N F 4α s u p pr e s s e s  P E D e x pr e s si o n. 1 5, 1 6

Alt h o u g h t h e f u n cti o n of  P E D h a s b e e n d e s cri b e d i n s e v er al
t u m or e ntiti e s, it s r ol e i n  H C C i s c urr e ntl y u n k n o w n.  T h er ef or e,
w e s o u g ht t o d et er mi n e  P E D e x pr e s si o n i n h u m a n  H C C ti s s u e
s a m pl e s a n d a n al y z e it s f u n cti o n al r ol e b y p erf or mi n g i n vitr o
e x p eri m e nt s.  A d diti o n all y,  w e i n v e sti g at e d it s r e g ul ati o n, a n d
t h e i m p a ct of  P E D e x pr e s si o n o n s or af e ni b t h er a p y.

R e s ult s

P E D e x pr e s si o n i s i n cr e a s e d i n  H C C. T o d et er mi n e t h e
e x pr e s si o n l e v el of P E D i n  H C C  w e r e- a n al y z e d a p u bli s h e d
g e n e e x pr e s si o n  mi cr o arr a y d at a s et pr e vi o u sl y p erf or m e d at
o ur h o s pit al c o nt ai ni n g h u m a n  H C C s a m pl e s a n d t h eir
c orr e s p o n di n g n o n-t u m or al li v er ti s s u e s ( n = 5 9 p air s). 1 7

T h e  m e a n a g e of t h e  H C C p ati e nt s  w a s 6 4 y e ar s. 8 8 % of
p ati e nt s  w er e  m al e, h a d u n d erl yi n g li v er cirr h o si s a n d
s uff er e d fr o m c hr o ni c vir al li v er di s e a s e ( H C V a n d/ or  H B V)
or al c o h ol a b u s e. 1 7 M e a n  P E D e x pr e s si o n i n t h e t u m or s  w a s
si g nifi c a ntl y el e v at e d c o m p ar e d  wit h t h e  m at c h e d n o n-
t u m or al li v er ti s s u e s ( Fi g ur e 1 a).  H o w e v er, n ot all  H C C
s a m pl e s s h o w e d a n i n cr e a s e of  P E D e x pr e s si o n c o m p ar e d
wit h t h e  m at c h e d n o n-t u m or al li v er ti s s u e s,  wit h 2 8. 8 % of t h e
t u m or s a m pl e s s h o wi n g a n i n cr e a s e of t w o-f ol d or hi g h er i n
c o m p ari s o n t o t h e  m at c h e d n o n-t u m or al c o u nt er p art s.  T o
c o nfir m t h e  mi cr o arr a y r e s ult s,  w e  m e a s ur e d  P E D  m R N A
e x pr e s si o n b y q R T- P C R i n t h e s a m e c o h ort of p ati e nt
s a m pl e s  wit h s uffi ci e nt  R N A l eft ( n = 2 4 p air e d).  C o n si st e ntl y,
P E D  m R N A e x pr e s si o n i n t h e t u m or s  w a s si g nifi c a ntl y hi g h er
t h a n t h e n o n-t u m or al li v er ti s s u e ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 2). I n
a d diti o n,  w e  m e a s ur e d  P E D  m R N A e x pr e s si o n b y q R T- P C R
i n  H C C t u m or s a m pl e s of a n i n d e p e n d e nt p ati e nt c o h ort
(n = 1 4).  T h e p ati e nt s h a d a  m e a n a g e of 6 9 y e ar s. 7 9 % of t h e
p ati e nt s  w er e  m al e, h a d u n d erl yi n g li v er cirr h o si s a n d
s uff er e d fr o m c hr o ni c vir al li v er di s e a s e ( H C V a n d/ or  H B V)
or al c o h ol a b u s e. I n c o m p ari s o n t o t h e n o n-t u m or al li v er
ti s s u e s (n = 1 0) a n d i n li n e  wit h t h e  mi cr o arr a y r e s ult s,  P E D
e x pr e s si o n  w a s a g ai n i n cr e a s e d i n t h e  H C C s a m pl e s
( Fi g ur e 1 b) a n d 4 3 % of t h e t u m or s a m pl e s s h o w e d a n
i n cr e a s e of t w o-f ol d or  m or e i n c o m p ari s o n t o t h e  m e a n of
P E D e x pr e s si o n i n t h e n o n-t u m or al ti s s u e s.  F urt h er m or e,  w e
p erf or m e d i m m u n o hi st o c h e mi str y f or  P E D o n a ti s s u e
mi cr o arr a y ( T M A) c o nt ai ni n g f or m ali n fi x e d a n d p ar affi n
e m b e d d e d  H C C s a m pl e s ( n = 4 5) a n d n o n-t u m or al c o ntr ol
li v er ti s s u e (n = 2 0) ( T a bl e 1).  C yt o pl a s mi c st ai ni n g i nt e n sit y
w a s gr a d e d a s ‘0 ’ f or n e g ati v e st ai ni n g, ‘1 ’ f or  w e a k, ‘2 ’ f or
m o d er at e a n d ‘3 ’ f or str o n g st ai ni n g ( Fi g ur e 1 c;
S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 1).  P E D  w a s e x pr e s s e d ( st ai ni n g
i nt e n sit y 1, 2 or 3) i n al m o st h alf ( 4 7 %) of t h e  H C C s a m pl e s
a n d l e s s fr e q u e ntl y i n t h e n o n-t u m or al li v er ti s s u e s ( 1 5 %)
( Fi g ur e s 1 c a n d d). I n a d diti o n,  w e d et er mi n e d t h e

p er c e nt a g e of c ell s  wit h p o siti v e st ai ni n g t o c al c ul at e t h e h -

s c or e ( st ai ni n g i nt e n sit y × p er c e nt a g e of p o siti v e t u m or c ell s).

C o n si st e ntl y, t h e h - s c or e  w a s si g nifi c a ntl y hi g h er i n t h e  H C C

s a m pl e s t h a n i n t h e n o n-t u m or al c o ntr ol li v er ti s s u e s

( Fi g ur e 1 d). I n a c c or d a n c e,  w e st er n bl ot a n al y si s r e v e al e d a

hi g h er l e v el of t ot al  P E D i n  H C C ( n = 7) c o m p ar e d  wit h

t h e a dj a c e nt n o n-t u m or al li v er ( Fi g ur e s 1 e a n d 4 d;

S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 2). I nt er e sti n gl y,  P E D  w a s i n cr e a s e d

i n it s bi- p h o s p h or yl at e d f or m  wit h p h o s p h or yl ati o n at b ot h

S er 1 0 4 a n d  S er 1 1 6 r e si d u e s ( Fi g ur e 1 e).
I n c o n cl u si o n, o ur d at a d e m o n str at e hi g h er  P E D e x pr e s si o n

i n  H C C s a m pl e s i n c o m p ari s o n t o n o n-t u m or al li v er ti s s u e at

m R N A a n d pr ot ei n l e v el s.

Fi g ur e 1 P E D i s o v er ex pr e s s e d i n H C C s a m pl e s. ( a ) P E D ex pr e s si o n l ev el s i n
H C C s a m pl e s a n d t h eir  m at c h e d n o n-t u m or al ( N T) c o u nt er p art  m e a s ur e d b y a n
m R N A g e n e ex pr e s si o n  mi cr o arr ay. D at a ar e r e p ort e d a s pr o b e i nt e n sit y. ( b ) P E D
m R N A w a s  m e a s ur e d b y q R T- P C R i n a s e p ar at e c o h ort of 1 4 H C C p ati e nt s a n d
c o m p ar e d wit h t h e 1 0 a v ail a bl e n o n-t u m or al c o u nt er p art. 1 8 S w a s u s e d a s i nt er n al
c o ntr ol a n d 2 − Δ Δ Ct f or m ul a  w a s a p pli e d t o d et er mi n e r el ati v e ex pr e s si o n l ev el s.
St ati sti c al a n al y si s ( a ,b ) wit h p air e d St u d e nt t-t e st. (c ) R e pr e s e nt ati v e i m m u n o hi s-
t o c h e mi c al st ai ni n g fr o m a n H C C t u m or (l eft) wit h p o siti v e ( 3 +) P E D st ai ni n g
a n d n o n-t u m or al li v er ti s s u e ( N T) s h o wi n g n e g ati v e P E D st ai ni n g (ri g ht). S c al e
b ar = 2 0 μ m. ( d ) P er c e nt a g e a n d h - s c or e ( st ai ni n g i nt e n sit y × p er c e nt a g e of
p o siti v e t u m or c ell s) of P E D p o siti vit y i n H C C s a m pl e s a n d n o n-t u m or al ( N T) li v er
ti s s u e s b y i m m u n o hi st o c h e mi str y. (e )  W e st er n bl ot a n al y si s of t ot al P E D a n d
p h o s p h or yl at e d P E D ( P E D S 1 1 6 a n d P E D S 1 0 4) i n t w o H C C p ati e nt s a m pl e s a n d
t h eir c orr e s p o n di n g N T c o ntr ol ti s s u e s. C al n exi n w a s u s e d a s i nt er n al c o ntr ol.
*P o 0. 0 5, *** P o 0. 0 0 1

P E D f u n cti o n i n h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a
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P E D i s a s s o ci at e d  wit h  m et a st a si s f or m ati o n a n d  p o or
pr o g n o si s  of  H C C  p ati e nt s. N e xt,  w e c orr el at e d  P E D
e x pr e s si o n i n t h e g e n e e x pr e s si o n  mi cr o arr a y d at a g e n er at e d
fr o m t h e 5 9 p ati e nt s  wit h cli ni c o- p at h ol o gi c al d at a.  P E D  w a s
si g nifi c a ntl y ( P o 0. 0 0 0 1;  M a n n – W hit n e y U -t e st) o v er e x-
pr e s s e d i n p o orl y diff er e nti at e d  H C C s ( E d m o n d s o n gr a d e s
III a n d I V) t h a n i n  w ell- diff er e nti at e d  H C C s ( E d m o n d s o n
gr a d e s I a n d II;  Fi g ur e 2 a). I nt er e sti n gl y,  P E D  w a s al s o
si g nifi c a ntl y o v er e x pr e s s e d ( P = 0. 0 1 4,  M a n n – W hit n e y U -
t e st) i n p ati e nt s  w h o h a d  m et a st a si s at t h e ti m e of bi o p s y
( Fi g ur e 2 b). I n a c c or d a n c e, g e n e s et e nri c h m e nt a n al y si s
( G S E A) u si n g t w o pr e vi o u sl y p u bli s h e d  m et a st a si s-
a s s o ci at e d g e n e si g n at ur e s d eri v e d fr o m  H C C t u m or
s a m pl e s 1 8 s h o w e d si g nifi c a nt e nri c h m e nt i n t u m or s a m pl e s
wit h hi g h  P E D e x pr e s si o n ( P E D hi g h ,  Fi g ur e 2 c). I n a d diti o n, a
g e n e si g n at ur e a s s o ci at e d  wit h p o or s ur vi v al i n  H C C
p ati e nt s 1 9 w a s e nri c h e d i n  P E D hi g h s a m pl e s ( Fi g ur e 2 d).  B y
c o ntr a st, a g e n e si g n at ur e a s s o ci at e d  wit h g o o d s ur vi v al  w a s
e nri c h e d i n s a m pl e s  wit h l o w  P E D e x pr e s si o n ( P E D l o w). I n
li n e  wit h t h e s e r e s ult s, s ur vi v al a n al y si s u si n g d at a fr o m
T C G A ( Bi o pr ofili n g. d e 2 0 ) r e v e al e d a si g nifi c a nt  w or s e s ur vi v al
wit h  P E D hi g h ( n = 1 3 3) t u m or s i n c o m p ari s o n t o  P E D l o w

t u m or s (n = 1 1 2) i n a s u b gr o u p of p ati e nt s ( n = 2 5 2)  wit h  N 0
t u m or st a g e ( Fi g ur e 2 e, P = 0. 0 1 5 4).  A s s o ci ati o n  wit h  w or s e
s ur vi v al  w a s al s o o b s er v e d i n s u b gr o u p s of p ati e nt s
c h ar a ct eri zi e d b y a  T 3 st a g e ( P E D hi g h n = 2 3 v er s u s P E D l o w

n = 2 0 P = 0. 0 2 0 4),  M 0 st a g e (  P E D hi g h n = 1 3 3 v er s u s
P E D l o w n = 1 1 2 P = 0. 0 1 9 6) a n d III a st a g e gr o u p ( P E D hi g h

n = 3 3 v er s u s P E D l o w n = 2 7 P = 0. 0 4 8).  H o w e v er, s ur vi v al
a n al y si s c o v eri n g all p ati e nt s i n cl u d e d b y  T C G A ( n = 4 4 2) a n d
al s o  wit h o ur c o h ort of 5 9 p ati e nt s di d n ot r e v e al a si g nifi c a nt
a s s o ci ati o n of  P E D e x pr e s si o n  wit h p ati e nt s ur vi v al ( d at a n ot
s h o w n).  Alt o g et h er, t h e s e r e s ult s d e m o n str at e t h at hi g h P E D
e x pr e s si o n i s a s s o ci at e d  wit h hi g h e d m o n d s o n gr a d e,
m et a st a si s f or m ati o n a n d at at l e a st i n p art  wit h p o or s ur vi v al.

P E D  pr o m ot e s c ell  mi gr ati o n. T o g ai n i n si g ht i nt o t h e
f u n cti o n al r ol e of  P E D i n h e p at o c ar ci n o g e n e si s,  w e p er-
f or m e d i n vitr o e x p eri m e nt s.  Fir st,  w e  m e a s ur e d  P E D pr ot ei n
e x pr e s si o n b y  w e st er n bl ot i n t e n diff er e nt li v er c a n c er c ell
li n e s ( Fi g ur e 3 a, q u a ntifi c ati o n  S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 3 A).
P E D e x pr e s si o n  w a s v ari a bl e a m o n g t h e s e c ell li n e s a n d f or
e x a m pl e,  S N U- 4 4 9,  S N U- 1 8 2 a n d  H L E c ell s s h o w e d hi g h

P E D e x pr e s si o n,  w h er e a s  H e p 3 B a n d  H u H- 1 c ell s h a d l o w

P E D e x pr e s si o n. I n a d diti o n,  w e  m e a s ur e d  P E D  m R N A

e x pr e s si o n b y q R T- P C R i n 2 1 diff er e nt li v er c a n c er c ell li n e s,

w hi c h r e v e al e d si mil ar v ari a bilit y of  P E D e x pr e s si o n

( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 3 B).

T a bl e 1 Cli ni c o- p at h ol o gi c al f e at ur e s of t h e  T M A c o h ort

H e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a ( n = 4 5) Fr e q u e n c y ( %)

A g e ( y e ar s),  m e di a n (r a n g e) 6 9 ( 1 0 – 8 4)
S e x

F e m al e 9 ( 2 0)
M al e 3 6 ( 8 0)

T u m or gr a d e ( E d m o n d s o n)
G 1 0 ( 0)
G 2 1 8 ( 4 0)
G 3 2 4 ( 5 3)
G 4 3 ( 7)

p T st a g e
p T 1 1 9 ( 4 2)
p T 2 1 2 ( 2 7)
p T 3 9 ( 2 0)
N A 5 ( 1 1)

Fi g ur e 2 P E D i s a s s o ci at e d wit h  m et a st a si s f or m ati o n a n d p o or p ati e nt s ur vi v al.
P E D pr o b e i nt e n siti e s fr o m t h e g e n e ex pr e s si o n  mi cr o arr ay s of 5 9 H C C s a m pl e s
w er e c o m p ar e d b et w e e n ( a ) t h o s e wit h l o w (I– II) or hi g h (III– I V) E d m o n d s o n gr a d e s,
a n d b et w e e n ( b ) t h o s e wit h or wit h o ut  m et a st a si s at t h e ti m e of di a g n o si s. St ati sti c al
a n al y si s ( a ,b ) wit h  M a n n– W hit n e y U -t e st. (c )  G S E A u si n g a H C C  m et a st a si s-
a s s o ci at e d g e n e si g n at ur e 1 8 wit h d o w nr e g ul at e d ( M et a st a si s D N) or u pr e g ul at e d
( M et a st a si s U P) g e n e s b et w e e n H C C s a m pl e s wit h hi g h P E D ex pr e s si o n ( P E D hi g h)
or l o w P E D ex pr e s si o n ( P E D l o w). ( d )  G S E A u si n g a g e n e si g n at ur e fr o m  H C C
p ati e nt s wit h p o or or g o o d s ur vi v al 1 9 b et w e e n  H C C s a m pl e s wit h hi g h P E D
ex pr e s si o n ( P E D hi g h) or l o w P E D ex pr e s si o n ( P E D l o w). N E S: n or m ali z e d
e nri c h m e nt s c or e. F D R: f al s e di s c o v er y r at e. ( e ) S ur vi v al a n al y si s ( K a pl a n– M e y er) of
H C C p ati e nt s b y c al c ul ati n g di stri b uti o n i n a pr evi o u sl y p u bli s h e d d at a s et
( Bi o pr ofili n g. d e2 0 ) aft er str atifi c ati o n f or hi g h (n = 1 2 7) a n d l o w ( n = 1 1 2) t u m or al
P E D ex pr e s si o n. ** P o 0. 0 1
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F or f u n cti o n al a n al y si s,  w e o v er e x pr e s s e d  P E D b y tr a n sf e c-
ti o n  wit h a v e ct or ( P E D- M Y C-t a g g e d) a n d r e d u c e d  P E D
e x pr e s si o n b y si R N A ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e s 3 C, D).  W e fir st
m e a s ur e d c ell pr olif er ati o n,  w hi c h r e m ai n e d u n c h a n g e d aft er
m o d ul ati n g  P E D e x pr e s si o n i n  H u H- 7 a n d  S N U- 4 4 9 c ell li n e s
( Fi g ur e 3 b).  B y c o ntr a st, c ell  mi gr ati o n, a s a s s e s s e d b y tr a n s w ell
pl at e s,  w a s pr o m ot e d aft er o v er e x pr e s si n g  P E D i n  H L E,
S N U- 4 4 9 a n d  H u H- 7 c ell li n e s ( Fi g ur e 3 c) a n d c ell  mi gr ati o n
w a s d e cr e a s e d aft er sil e n ci n g  P E D b y si R N A ( Fi g ur e 3 c).

T h er ef or e, o ur d at a s u g g e st t h at  P E D i n  H C C h a s a r ol e i n
c ell  mi gr ati o n,  w hi c h  m a y c o ntri b ut e t o  m et a st a si s f or m ati o n.
I n c o ntr a st, n o a cti o n r e c o g ni z e d o n c ell gr o wt h.

P E D e x pr e s si o n i s r e g ul at e d  b y  H N F 4 α . E arli er st u di e s
h a v e s h o w n t h at  H N F 4 α s u pr e s s e s  P E D e x pr e s si o n at t h e
m R N A a n d pr ot ei n l e v el s b y bi n di n g t o it s pr o m ot er. 1 5, 1 6

T h er ef or e,  w e fir st r e c o nfir m e d t h at  H N F 4 α bi n d s t o t h e  P E D
pr o m ot or i n  H C C, a s r e v e al e d b y a l u cif er a s e a s s a y i n
S N U- 4 4 9 c ell li n e s ( Fi g ur e 4 a).  N e xt,  w e a n al y z e d  H N F 4 α
a n d  P E D e x pr e s si o n i n o ur g e n e e x pr e s si o n  mi cr o arr a y of t h e
5 9  H C C a n d  m at c h e d n o n-t u m or al li v er ti s s u e s. 1 7 W e
o b s er v e d a si g nifi c a nt i n v er s e c orr el ati o n b et w e e n  H N F 4 α
a n d  P E D  m R N A e x pr e s si o n i n t h e  H C C s ( Fi g ur e 4 b).
I nt er e sti n gl y,  w e al s o o b s er v e d a n i n v er s e c orr el ati o n b et w e e n
H N F 4 α a n d  P E D  m R N A e x pr e s si o n i n t h e n o n-t u m or al li v er
ti s s u e s of t h e  H C C p ati e nt s, s u g g e sti n g t h at  P E D r e g ul ati o n b y

H N F 4 α i s n ot r e stri ct e d t o li v er c a n c er c ell s ( Fi g ur e 4 c). I n
a c c or d a n c e,  w e st er n bl ot s of  P E D a n d  H N F 4 α i n t u m or al a n d

n o n-t u m or al li v er ti s s u e s of  H C C p ati e nt s al s o s h o w e d a n
i n v er s e c orr el ati o n b et w e e n t h e s e t w o pr ot ei n s ( Fi g ur e 4 d).
Si mil arl y, a n al y si s of a p u bli cl y a v ail a bl e tr a n s cri pt o m e arr a y of

tr a n s g e ni c  mi c e ( G E O  G S E 3 4 5 8 1)2 1 r e v e al e d t h at h e p ati c
P E D e x pr e s si o n i n cr e a s e d aft er s p e cifi c all y d e pl eti n g  H N F 4 α

i n t h e li v er ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 4 A).  M or e o v er, t h er e  w a s a n
i n v er s e c orr el ati o n b et w e e n h e p ati c  P E D a n d  H N F 4α e x pr e s-

si o n ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 4 B).  W e di d n ot o b s er v e a
si g nifi c a nt diff er e n c e i n  H N F 4 α m R N A e x pr e s si o n b et w e e n

t u m or al a n d  m at c h e d n o n-t u m or al ti s s u e i n o ur tr a n s cri pt o m e
mi cr o arr a y d at a s et ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 4 C).  Y et, a s
d e s cri b e d b ef or e,  H N F 4 α e x pr e s si o n si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d

i n n o n-t u m or al,  m o stl y cirr h oti c li v er ti s s u e, i n c o m p ari s o n t o
h e alt h y li v er s a m pl e s ( n = 5) ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 4 C),

s u p p orti n g it s r ol e i n h e p at o c ar ci n o g e n e si s. 2 1, 2 2

T o i n v e sti g at e if  H N F 4 α dir e ctl y r e g ul at e s  P E D e x pr e s si o n,  w e
r e d u c e d  H N F 4α e x pr e s si o n b y si R N A i n t w o diff er e nt li v er c a n c er

c ell li n e s ( H u H- 7 a n d  P L C/ P R F- 5).  Aft er r e d u ci n g  H N F 4 α ,
pr ot ei n ( Fi g ur e 4 e) a n d  m R N A l e v el s ( Fi g ur e 4f) of  P E D

i n cr e a s e d i n b ot h c ell li n e s.  N e xt,  w e  w a nt e d t o t e st if  H N F 4α
r e g ul at e s c ell  mi gr ati o n2 3, 2 4 t hr o u g h  P E D.  T h er ef or e,  w e

p erf or m e d a r e s c u e e x p eri m e nt a n d sil e n c e d  P E D a n d  H N F 4 α
si m ult a n e o u sl y i n  S N U- 4 4 9 c ell s ( Fi g ur e 4 g).  A s e x p e ct e d,
sil e n ci n g of  H N F 4 α al o n e i n cr e a s e d,  w h er e a s sil e n ci n g of  P E D

Fi g ur e 3 P E D  m o d ul at e s c ell  mi gr ati o n. ( a )  W e st er n bl ot a n al y si s of P E D pr ot ei n ex pr e s si o n i n 1 0 diff er e nt H C C c ell li n e s. β - A cti n w a s u s e d a s l o a di n g c o ntr ol. (b ) H u H- 7 a n d
S N U- 4 4 9 c ell s w er e tr a n sf e ct e d wit h P E D- M Y C or a n e m pt y c o ntr ol v e ct or a s w ell s a s wit h si R N A a g ai n st P E D ( si R N A P E D) or c o ntr ol si R N A. C ell gr o wt h pr o p erti e s w er e
ev al u at e d b y u si n g x C E L Li g e n c e i n str u m e nt at t h e ti m e i n di c at e d. D at a ar e r e p ort e d a s  m e a n ± S. D. of t w o i n d e p e n d e nt ex p eri m e nt s p erf or m e d at l e a st i n tri pli c at e. Diff er e n c e
w a s ev al u at e d b et w e e n P E D o v er ex pr e s si n g ( P E D- M Y C), P E D sil e n c e d ( si R N A P E D), e m pt y v e ct or tr a n sf e ct e d a n d a si R N A c o ntr ol tr a n sf e ct e d c ell s (t w o- w ay A N O V A t e st).
(c ) H L E, S N U- 4 4 9 a n d H u H- 7 c ell li n e s w er e tr a n sf e ct e d wit h a v e ct or o v er ex pr e s si n g P E D ( P E D- M Y C) or e m pt y c o ntr ol v e ct or, si R N A a g ai n st P E D ( si R N A P E D) or si R N A
c o ntr ol.  Mi gr ati o n w a s a s s e s s e d u si n g a tr a n s w ell a s s ay aft er 2 4 h.  O n e r e pr e s e nt ati v e i m a g e of cr y st al vi ol et st ai n e d c ell s at 1 0 0 × i s s h o w n a b o v e a n d q u a ntifi c ati o n b y
c ol ori m etr y b el o w. *** P o 0. 0 0 1, **** P o 0. 0 0 0 1
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Fi g ur e 4 P E D i s i n v er s el y c orr el at e d t o H N F 4 α ex pr e s si o n. ( a ) S N U- 4 4 9 c ell s w er e c o-tr a n sf e ct e d wit h 1 0 0 n g of p P E D 4 7 7 P E D pr o m ot er-l u cif er a s e or p G L 3 b a si c c o n str u ct
a n d tr e at e d wit h si R N A a g ai n st H N F 4 α or si R N A c o ntr ol. L u cif er a s e a cti vit y w a s n or m ali z e d f or R e nill a a cti vit y a n d i s pr e s e nt e d a s  m e a n ± S. D. A r e pr e s e nt ati v e ex p eri m e nt i n
tri pli c at e i s s h o w n. (b ,c ) P E D ex pr e s si o n l ev el s i n H C C s a m pl e s (b ; n = 5 9) or c orr e s p o n di n g n o n-t u m or al li v er ti s s u e ( c , n = 5 9) w er e c orr el at e d wit h H N F 4 α ex pr e s si o n.
C orr el ati o n w a s c al c ul at e d b y S p e ar m a n t e st. D at a ar e r e p ort e d a s pr o b e i nt e n sit y of a n  m R N A tr a n s cri pt o m e arr ay. ( d )  W e st er n bl ot a n al y si s f or H N F 4α a n d P E D i n t w o H C C
p ati e nt t u m or s a m pl e s a n d t h eir c orr e s p o n di n g n o n-t u m or al ( N T) ti s s u e s. C al n exi n w a s u s e d a s l o a di n g c o ntr ol. Arr o w: c a n o ni c al f ull l e n gt h H N F 4 α ( 5 2 k D a); ot h er b a n d s ar e
i s of or m s or tr u n c at e d f or m s of t h e pr ot ei n. (e ,f) H u H- 7 a n d P L C/ P R F/ 5 c ell li n e s w er e tr a n sf e ct e d wit h si R N A a g ai n st H N F 4α ( si H N F 4α ) or si R N A c o ntr ol. Aft er 7 2 h t h e pr ot ei n
ex pr e s si o n of H N F 4 α a n d P E D w a s  m e a s ur e d b y w e st er n bl ot ( e ) a n d β - a cti n s er v e d a s c o ntr ol.  m R N A ex pr e s si o n w a s  m e a s ur e d b y q P C R (f) u si n g R N A 1 8 S a s i nt er n al c o ntr ol
at 4 8 h f or H u H- 7 a n d 7 2 h f or P L C/ P R F/ 5. D at a ar e r e p ort e d a s  m e a n ± S. D. of t w o i n d e p e n d e nt ex p eri m e nt s p erf or m e d i n tri pli c at e. ( g ) S N U- 4 4 9 c ell s w er e tr a n sf e ct e d wit h
si R N A a g ai n st H N F 4 α or si R N A a g ai n st P E D al o n e or i n c o m bi n ati o n, or si R N A c o ntr ol, a s i n di c at e d.  Mi gr ati o n w a s a s s e s s e d b y CI M pl at e wit h x C E L Li g e n c e a p p ar at u s aft er
1 2 h a n d 2 4 h. D at a ar e r e p ort e d a s  m e a n ± S. D. of t w o i n d e p e n d e nt ex p eri m e nt s p erf or m e d i n tri pli c at e. ( h )  W e st er n bl ot a n al y si s of p E R KT hr 2 0 2/ Tyr 2 0 4 a n d E R K i n S N U- 4 4 9,
H e p 3 B a n d H u H- 7 c ell li n e s tr a n sf e ct e d wit h P E D- M Y C. β - A cti n w a s u s e d a s l o a di n g c o ntr ol. (i) p E R KT hr 2 0 2/ Tyr 2 0 4 e x pr e s si o n i n t w o H C C p ati e nt s a n d t h eir n o n-t u m or al
c o u nt er p art. C al n exi n w a s u s e d a s l o a di n g c o ntr ol. * P o 0. 0 5, ** P o 0. 0 1, **** P o 0. 0 0 0 1
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al o n e r e d u c e d c ell  mi gr ati o n.  A c o m bi n ati o n of  P E D a n d  H N F 4 α
sil e n ci n g r e v ert e d t h e s u p pr e s si v e eff e ct of si R N A a g ai n st  P E D
a n d c ell  mi gr ati o n  w a s si mil ar t o c o ntr ol tr a n sf e ct e d c ell s.
T h er ef or e, o ur e x p eri m e nt s i n di c at e t h at  H N F 4 α r e g ul at e s c ell
mi gr ati o n t hr o u g h  P E D i n li v er c a n c er c ell s ( Fi g ur e 4 g).

I n a d diti o n,  w e  w a nt e d t o a n al y z e c ell ul ar pr o c e s s e s
d o w n str e a m of  P E D.  E arli er st u di e s h a v e r e v e al e d t h at
a cti v ati o n of  P E D l e a d s t o a n i n cr e a s e of  E R K
p h o s p h or yl ati o n. 2 5 – 2 8 T h er ef or e,  w e i n cr e a s e d  P E D e x pr e s-
si o n b y  P E D- M Y C tr a n sf e cti o n i n t hr e e diff er e nt c ell li n e s
( S N U- 4 4 9,  H e p 3 B,  H u H- 7) a n d  m e a s ur e d t ot al  E R K a n d
p E R K T hr 2 0 2/ T yr 2 0 4 e x pr e s si o n b y  w e st er n bl ot.  W h er e a s t ot al
E R K e x pr e s si o n r e m ai n e d si mil ar, t h er e  w a s a cl e ar i n cr e a s e
of p E R K T hr 2 0 2/ T yr 2 0 4 aft er u pr e g ul ati o n of  P E D ( Fi g ur e 4 h).
D et e cti o n of p E R K T hr 2 0 2/ Tyr 2 0 4 i n h u m a n  H C C ti s s u e s a m pl e s
w a s t e c h ni c all y diffi c ult, b ut o n e o ut of 2 s a m pl e s alr e a d y
a n al y z e d f or  P E D e x pr e s si o n i n  Fi g ur e 4 d s h o w e d a n i n cr e a s e
of p E R K T hr 2 0 2/ T yr 2 0 4 i n t h e t u m or al ti s s u e ( Fi g ur e 4i). I n
c o n cl u si o n, o ur r e s ult s c o nfir m t h at p E R K i s o n e of t h e
d o w n str e a m pr ot ei n s a cti v at e d b y  P E D.

P E D c o nf er s r e si st a n c e t o s or af e ni b. E arli er st u di e s i n
n o n- H C C c a n c er c ell li n e s s u c h a s br e a st c a n c er 2 9 a n d c ol o n
c a n c er 2 6 h a v e s h o w n t h at  P E D c o nf er s r e si st a n c e t o c h e-
m ot h er a p y.  T h er ef or e,  w e t e st e d t h e r ol e of  P E D i n  H C C c ell
li n e s tr e at e d  wit h t h e  m ulti- ki n a s e i n hi bit or s or af e ni b.  S or af e ni b
tr e at m e nt sli g htl y d e cr e a s e d t h e pr olif er ati o n r at e of  H u H- 7 a n d
S N U- 4 4 9 c ell s i n vitr o ( Fi g ur e 5 a).  H o w e v er, t h e eff e ct of
s or af e ni b tr e at m e nt o n c ell pr olif er ati o n b e c a m e si g nifi c a ntl y
m or e pr o n o u n c e d aft er sil e n ci n g  P E D e x pr e s si o n b y si R N A
( Fi g ur e 5 a). Vi c e v er s a , u pr e g ul ati o n of  P E D i n  H u H- 7 a n d
H e p 3 B c ell s b y tr a n sf e cti o n  wit h a  P E D- M Y C v e ct or a nt a g-
o ni z e d t h e eff e ct of s or af e ni b o n c ell vi a bilit y,  w h er e a s s or af e ni b
cl e arl y r e d u c e d c ell vi a bilit y i n e m pt y v e ct or tr a n sf e ct e d c ell s
( Fi g ur e 5 b).  T h er ef or e,  P E D c o u nt er a ct s t h e eff e ct of s or af e ni b
i n  H C C c ell li n e s.  W e st er n bl ot a n d a c a s p a s e a s s a y f urt h er
i n di c at e d t h at t h e e x e c ut or c a s p a s e- 3 ( Fi g ur e 5 c) a n d c a s p a s e s
3/ 7 r e s p e cti v el y ( Fi g ur e 5 d)  w er e u pr e g ul at e d aft er r e d u cti o n of
P E D a n d d o w nr e g ul at e d aft er i n cr e a s e of  P E D i n s or af e ni b
tr e at e d  H u H- 7 c ell s.  T h er ef or e, i n hi biti o n of a p o pt o si s  m a y b e
o n e of t h e  m e c h a ni s m s b y  w hi c h  P E D c o nf er s r e si st a n c e t o
s or af e ni b tr e at m e nt

Fi n all y,  w e e x p o s e d t e n diff er e nt  H C C c ell li n e s t o s or af e ni b
a n d c orr el at e d r e s p o n s e r at e t o  P E D e x pr e s si o n q u a ntifi e d b y
w e st er n bl ot ( Fi g ur e 3 a;  S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 3 B;
S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 5 A).  S o m e c ell li n e s,  w hi c h  w er e hi g hl y
s e n siti v e t o s or af e ni b ( e. g.,  H u H- 7 a n d  H e p 3 B) h a d l o w  P E D
e x pr e s si o n, a n d ot h er c ell li n e s,  w hi c h  w er e hi g hl y r e si st a nt t o
s or af e ni b ( e. g.,  S N U- 1 8 2,  P L C/ P R F- 5 a n d  S N U- 4 4 9) h a d hi g h
P E D e x pr e s si o n.  H o w e v er,  w e di d n ot o b s er v e a si g nifi c a nt
c orr el ati o n b et w e e n  P E D pr ot ei n e x pr e s si o n a n d s or af e ni b
s e n siti vit y ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e 5 B).  T h er ef or e, o ur r e s ult s
c o nfir m t h at, b e si d e s  P E D, ot h er s or af e ni b r e si st a n c e
m e c h a ni s m s e xi st i n  H C C c ell li n e s. 3 0

Di s c u s si o n

T h e  m ultif u n cti o n al p h o s p h o pr ot ei n  P E D h a s a n i m p ort a nt
r ol e i n s e v er al c a n c er e ntiti e s, y et it s e x pr e s si o n a n d f u n cti o n
i n  H C C h a s n ot b e e n i n v e sti g at e d y et.  O ur st u d y r e v e al e d t h at

P E D i s o v er e x pr e s s e d i n  H C C at  m R N A a n d pr ot ei n l e v el. I n
a d diti o n,  H C C s a m pl e s  wit h hi g h  P E D e x pr e s si o n s h o w e d a n
e nri c h m e nt of a g e n e si g n at ur e  wit h p o or pr o g n o si s a n d  w a s
f urt h er a s s o ci at e d  wit h s h ort er s ur vi v al.  Si mil arl y,  P E D h a s
b e e n r e p ort e d t o b e o v er e x pr e s s e d i n ot h er c a n c er t y p e s s u c h
a s br e a st c a n c er, 2 9 l u n g c a n c er3 1 a n d e s o p h a g e al c ar ci n o m a, 3 2

w h er e it pr o m ot e s t u m or gr o wt h 3 3 – 3 5 a n d i s a s s o ci at e d  wit h p o or
s ur vi v al. 3 2 B y c o ntr a st, it  w a s a s s o ci at e d  wit h g o o d pr o g n o si s i n
o v ari a n c a n c er  w h e n o v er e x pr e s s e d. 2 5 T hi s diff er e n c e i s  m ai nl y
e x pl ai n e d b y it s p h o s p h or yl ati o n st at u s.  P E D  w a s u n p h o-
s p h or yl at e d i n o v ari a n c a n c er. 3 6 I n c o ntr a st,  P E D  w a s p h o s-
p h or yl at e d at b ot h s eri n e sit e s ( p S er 1 1 6, p S er 1 0 4) i n o ur st u d y.
T hi s p h o s p h or yl ati o n st at u s i n di c at e s a n i n cr e a s e d  E R K 1/ 2
a cti vit y a n d a n a nti- a p o pt oti c r ol e t hr o u g h  F A D D. 1 2 T h er ef or e, a s
d e s cri b e d b ef or e, t h e p h o s p h or yl ati o n st at u s d et er mi n e s if  P E D
a ct s a s a t u m or pr o m ot or or a t u m or s u p pr e s s or. 1 3

O ur f u n cti o n al i n vitr o e x p eri m e nt s r e v e al e d t h at c ell
pr olif er ati o n r e m ai n e d u n aff e ct e d b y  P E D i n li v er c a n c er c ell
li n e s.  B y c o ntr a st, c ell  mi gr ati o n  w a s i n cr e a s e d aft er u pr e g ul a-
ti o n of  P E D a n d, vi c e v er s a , d e cr e a s e d aft er  P E D r e d u cti o n. I n
li n e  wit h t hi s o b s er v ati o n,  w e n ot e d t h at  H C C s a m pl e s fr o m
p ati e nt s  wit h  m et a st a si s s h o w e d hi g h er  P E D e x pr e s si o n.
M or e o v er,  P E D hi g h t u m or s s h o w e d a n e nri c h e m e nt of a g e n e
si g n at ur e a s s o ci at e d  wit h  H C C  m et a st a si s. 1 8 T h er ef or e, o ur
r e s ult s s u g g e st t h at  P E D  m a y pr o m ot e  m et a st a si s f or m ati o n i n
H C C b y i n cr e a si n g c ell  mi gr ati o n.  F urt h er m or e,  P E D c o ul d b e
a p ot e nti al t ar g et t o pr e v e nt  m et a st a si s f or m ati o n,  w hi c h i s
a s s o ci at e d  wit h v er y p o or pr o g n o si s. 3 7 S e v er al e arli er st u di e s
h a v e alr e a d y s h o w n t h at  P E D e x ert s it s eff e ct o n  mi gr ati o n a n d
i n v a si o n b y  E R K 1/ 2 r e g ul ati o n.2 6, 3 8, 3 9 If  P E D i s p h o s p h or y-
l at e d, a s i n o ur st u d y,  E R K 1/ 2 i s a cti v at e d  wit h e n s ui n g
i n cr e a s e i n p E R K,  w hi c h pr o m ot e s i n v a si o n a n d  mi gr ati o n.3 8

B y c o ntr a st, if  P E D i s u n p h o s p h or yl at e d,  E R K i s s e q u e st er e d
a n d  mi gr ati o n a n d i n v a si o n i s r e d u c e d, a s h a s b e e n s h o w n f or
e x a m pl e i n c ol o n c a n c er a n d n e ur o bl a st o m a. 2 6, 4 0 W e f urt h er
c o nfir m e d t h at  H N F 4 α i s a n u p str e a m r e g ul at or of  P E D i n  H C C
a n d bi n d s t o t h e  P E D pr o m ot er. I n vitr o sil e n ci n g of  H N F 4 α
i n cr e a s e d  P E D e x pr e s si o n  wit h e n s ui n g pr o m oti o n of c ell ul ar
mi gr ati o n. I n a c c or d a n c e,  w e d et e ct e d a n i n v er s e c orr el ati o n
b et w e e n  H N F 4 α a n d  P E D e x pr e s si o n i n  H C C s a m pl e s.  A s a
tr a n s cri pti o n f a ct or,  H N F 4α c o ntr ol s h e p ati c diff er e nti ati o n, b ut
it al s o i n hi bit s h e p ati c pr olif er ati o n a n d c o ntr ol s e pit h eli al-t o-
m e s e n c h y m al tr a n siti o n i n li v er t u m or s. 4 1 – 4 4 N ot u n e x p e ct e dl y,
H N F 4 α h a s b e e n s h o w n t o h a v e a n i m p ort a nt r ol e i n
h e p at o c ar ci n o g e n e si s.  U p o n tr e at m e nt  wit h di et h yl nitr o s a-
mi n e,  mi c e l a c ki n g  H N F 4 α h a v e a n i n cr e a s e d li v er t u m or
d e v el o p m e nt. I n c o ntr a st, r at s o v er e x pr e s si n g  H N F 4 α h a v e a
r e d u c e d li v er t u m or d e v el o p m e nt.2 2, 4 1 B y i n hi biti o n of t h e
tr a n s cri pti o n of e pit h eli al-t o- m e s e n c h y m al tr a n siti o n-
r e g ul at or y g e n e s s u c h a s  S n ail a n d  Sl u g,  H N F 4α pr e v e nt s
mi gr ati o n a n d i n v a si o n i n  H C C. 4 3, 4 4 T h er ef or e,  w e pr o p o s e a
n o v el li n k b et w e e n  H N F 4 α a n d  P E D e x pr e s si o n i n  H C C.  T h e
d o w nr e g ul ati o n of  H N F 4 α d uri n g h e p at o c ar ci n o g e n e si s l e a d s
t o a n i n cr e a s e of t ot al  P E D,  w hi c h b e c o m e s p h o s p h or yl at e d.
C o n s e q u e ntl y,  E R K 1/ 2 i s a cti v at e d a n d pr o m ot e s t u m or
d e v el o p m e nt a n d i n p arti c ul ar c ell ul ar  mi gr ati o n.

P E D h a s b e e n s h o w n t o  m e di at e c h e m o r e si st a n c e i n v ari o u s
c a n c er t y p e s s u c h a s f or e x a m pl e c ol o n c a n c er a n d br e a st
c a n c er. 2 6, 2 9 I n  H C C, s or af e ni b i s c urr e ntl y t h e o nl y dr u g
a p pr o v e d f or s y st e mi c tr e at m e nt. 4 5 H o w e v er, it g o e s fr e q u e ntl y
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al o n g  wit h a d v er s e si d e eff e ct s a n d r e si st a n c e. 8 F urt h er m or e, it
h a s li mit e d tr e at m e nt effi c a c y. I nt er e sti n gl y, sil e n ci n g of  P E D

s e n siti z e d  H u H- 7 a n d  S N U- 4 4 9 c ell s t o s or af e ni b tr e at m e nt,
w h er e a s u pr e g ul ati o n of  P E D c o u nt er a ct e d s or af e ni b eff e ct i n
H e p 3 B a n d  H u H- 7 c ell s. I n d et ail a n al y si s s u g g e st t h at  P E D
m o d ul at e s a p o pt oti c c a s p a s e c a s c a d e a n d i n di c at e s t h at t h e
o b s er v e d  P E D o v er e x pr e s si o n i n  H C C  m a y pr e v e nt t h e
a p o pt oti c eff e ct s of s or af e ni b tr e at m e nt. I n li n e  wit h o ur
o b s er v ati o n s o n t h e f u n cti o n al r ol e of  P E D, e arli er st u di e s h a v e
r e v e al e d t h at e pit h eli al– m e s e n c h y m al tr a n siti o n a s  w ell a s

E R K 1/ 2 ar e i n v ol v e d i n s or af e ni b r e si st a n c e. 8 I n c o n cl u si o n,
m e a s uri n g  P E D e x pr e s si o n c o ul d r e pr e s e nt a  m ar k er t o pr e di ct
s or af e ni b tr e at m e nt r e s p o n s e.

I n s u m m ar y, o ur st u d y s h o w s t h at hi g h  P E D e x pr e s si o n i n
H C C i s a s s o ci at e d  wit h p o or s ur vi v al a n d pr o m ot e s  mi gr ati o n of
c a n c er c ell s.  F urt h er m or e,  P E D e x pr e s si o n r e d u c e s t h e eff e ct

of s or af e ni b,  w hi c h o p e n s n e w p er s p e cti v e s i n u n d er st a n di n g
s or af e ni b r e si st a n c e i n  H C C p ati e nt s.  F urt h er m or e, it s u g g e st s
t h at c o-t ar g eti n g of  P E D  m a y i m pr o v e t h e effi c a c y of s or af e ni b.

M at eri al s a n d  M et h o d s
P ati e nt s. All ti s s u e s p e ci m e n s w er e c oll e ct e d fr o m t h e ar c hi v e at t h e I n stit ut e of
P at h ol o g y, U ni v er sit y H o s pit al of B a s el, S wit z erl a n d. T h e c oll e cti o n pr ot o c ol
c o nf or m s t o et hi c al g ui d eli n e s of t h e 1 9 7 5 D e cl ar ati o n of H el si n ki a n d h a s b e e n
a p pr o v e d b y t h e et hi c s c o m mitt e e of t h e K a nt o n B a s el ( Et hi k k o m mi s si o n b ei d er
B a s el).  Writt e n i nf or m e d c o n s e nt w a s o bt ai n e d fr o m all p arti ci p a nt s.

Ti s s u e  mi cr o arr a y. F or T M A c o n str u cti o n, a r e pr e s e nt ati v e t u m or ar e a  w a s
s el e ct e d o n a n h e m at ox yli n a n d e o si n ( H & E)- st ai n e d sli d e of t h e d o n or bl o ck. A
c or e p u n c h wit h a di a m et er of 0. 6  m m w a s t a k e n fr o m t h e t u m or ( n = 4 5) a n d i n
s el e ct e d c a s e s fr o m t h e n o n-t u m or al li v er ti s s u e ( n = 2 0) of e a c h sli d e. C or e
p u n c h e s w er e tr a n sf err e d t o a n e w p ar affi n r e ci pi e nt bl o ck u si n g a pr o gr a m m e d
ti s s u e arr ay er ( B e e c h er I n str u m e nt s, Sil v er S pri n g,  M D, U S A).

Fi g ur e 5 P E D c o nf er s r e si st a n c e t o s or af e ni b t h er a py. ( a ) H u H- 7 a n d S N U- 4 4 9 c ell s w er e tr a n sf e ct e d wit h si R N A a g ai n st P E D or si R N A c o ntr ol. Aft er w ar d s, H u H- 7 a n d
S N U- 4 4 9 c ell s w er e tr e at e d wit h 1 0 μ M a n d 2 0 μ m r e s p e cti v el y of s or af e ni b or l eft u ntr e at e d. C ell gr o wt h w a s ev al u at e d b y u si n g t h e x C E L Li g e n c e i n str u m e nt at t h e i n di c at e d
ti m e. D at a ar e r e p ort e d a s  m e a n ± S. D. of t w o i n d e p e n d e nt ex p eri m e nt s p erf or m e d i n tri pli c at e. ( b ) H u H- 7 a n d H e p 3 B c ell s w er e tr a n sf e ct e d wit h P E D- M Y C v e ct or f or 2 4 h a n d
t h e n s e e d e d i n a 9 6- w ell pl at e. 1 0 μ m of s or af e ni b w a s a d d e d a n d 2 4 h or 4 8 h l at er, c ell vi a bilit y w a s  m e a s ur e d b y a  M T T a s s ay. D at a ar e r e p ort e d a s  m e a n ± S. D. of t w o
i n d e p e n d e nt ex p eri m e nt s p erf o m e d i n tri pli c at e. (c ) H u H- 7 c ell s w er e tr a n sf e ct e d wit h P E D- M Y C or e m pt y v e ct or ( Ctrl) a n d si R N A a g ai n st P E D or si R N A c o ntr ol ( Ctrl), a s
i n di c at e d. Aft er 2 4 h, c ell s w er e tr e at e d wit h 1 0 μ M or 7 μ M s or af e ni b, r e s p e cti v el y, f or 4 8 h a n d c a s p a s e- 3 a cti v ati o n w a s  m e a s ur e d b y w e st er n bl ot. ( d ) H u H- 7 c ell s w er e
tr a n sf e ct e d wit h si R N A a g ai n st P E D or c o ntr ol si R N A. Aft er w ar d s, c ell s w er e tr e at e d wit h 1 0 μ M s or af e ni b a n d 4 8 h l at er c a s p a s e- 3/ 7 a s s ay a cti v ati o n w a s  m e a s ur e d. D at a ar e
r e p ort e d a s  m e a n ± S D of o n e ex p eri m e nt p erf or m e d i n tri pli c at e. * P o 0. 1, ** P o 0. 0 1, *** P o 0. 0 0 1, **** P o 0. 0 0 0 1
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I m m u n o hi st o c h e mi str y. F or i m m u n o hist o c h e mistr y, 4 μ m sli d es o bt ai n e d f or m
t h e T M A w er e st ai n e d wit h a p olycl o n al s h e e p P E D a nti b o d y ( A F 5 5 8 8, R & D Syst e m,
Mi n n e a p oli s, U S A) u si n g t h e D ak o R e al D et ecti o n Syst e m ( A gil e nt Tec h n ol o gi e s, S a nt a
Cl ar a, C A, U S A). I n bri ef, s ecti o n s w er e first bl ock e d wit h D ak o E nvi s o n F L E X/
Per oxi d a s e- Bl o cki n g R e a g e nt f or 5  mi n a n d st ai n e d t h er e aft er wit h pri m ar y a nti- P E D
a nti b o d y ( 1: 5 0) f or 3 0  mi n. Aft er w as hi n g, bi oti nyl at e d s e c o n d ar y a nti b o dy w as a d d e d
( a nti- s h e e p I g G, Vect or L a b or at ori e s, B urli n g a m e, C A, U S A; B A- 6 0 0 0, dil uti o n 1: 1 0 0 0)
a n d d et ect e d u si n g str e pt avi di n- h or s er a di s h p er oxi d as e c o nj u g at e ( A gil e nt Te c h n ol o-
gi e s) a n d D A B + C hr o m o g e n ( A gil e nt Te c h n ol o gi es). P E D cyt o pl as mi c st ai ni n g i nt e n sity
w as ev al u at e d by a b o ar d-c ertifi e d p at h ol o gists wit h ex p ertis e i n h e p at o p at h ol o gy
( M S M) a n d gr a d e d s e mi- q u a ntit ati vel y i nt o: 0 f or n e g ati ve st ai ni n g, 1 + f or w e ak p ositiv e
st ai ni n g, 2 + f or  m o d er at e p o siti ve st ai ni n g a n d 3 + f or str o n g p ositiv e st ai ni n g, a s s h o w n
r e pr es e nt ativ ely i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1. T h e h - sc or e w as c alc ul at e d by m ulti pl yi n g
st ai ni n g i nt e n sity wit h p er c e nt a g e of p ositiv e t u m or c ells.

R N A e xtr a cti o n a n d  q u a ntit ati v e r e al-ti m e  P C R. Tot al R N A s fr o m
fr e s h fr o z e n ti s s u e s w er e extr a ct e d u si n g Tri z ol ( L u Bi o S ci e n c e  G M b H, L u c er n e, C H,
U S A) a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol. 5 0 0 n g of t ot al R N A w er e r ev er s e
tr a n s cri b e d u si n g fir st c D N A s y nt h e si s b e a d s ( G E H e alt h c ar e, Littl e C h alf o nt, U K).
m R N a ex pr e s si o n of P E D a n d 1 8 S R N A ( u s e d a s a n i nt er n al r ef er e n c e) w a s
a s s e s s e d u si n g t h e Ta q M a n ® Pr o b e- B a s e d  G e n e E x pr e s si o n A n al y si s a n d t h e
( A s s ay- o n- D e m a n d: H s 0 0 2 6 9 4 2 8 _ m 1 a n d H s 9 9 9 9 9 9 0 1 _ s 1, r e s p e cti v el y; Lif e
Te c h n ol o gi e s, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol.

H N F 4 α m R N A q u a ntifi c ati o n w a s p erf or m e d wit h S y br Gr e e n  M a st er  Mi x
( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) u si n g t h e f oll o wi n g pri m er s c o v eri n g t h e g e n e of i nt er e st
a n d t h e r ef er e n c e c o ntr ol ( 1 8 S ): H N F 4 α F W D 5 ′– 3 ′: T C A A C C C G A G A A A A C A A A;
H N F 4 α R E V 5 ′– 3 ′: A C C T G C T C T A C C A G C C A G A A; 1 8 S - F W D: 5′– 3 ′: A A C C C G
T T G A A C C C C AT T; 1 8 S- R E V 5 ′– 3 ′: C C AT C C A AT C G G T A G T A G C G. F or r el ati v e
q u a nti z ati o n t h e 2 ( − Δ C T) or t h e 2 ( − Δ Δ C T) m et h o d  w a s e m pl oy e d a s pr evi o u sl y
d e s cri b e d. 4 6 All r ev er s e-tr a n s cri pt a s e r e a cti o n s, i n cl u di n g n o-t e m pl at e c o ntr ol s, w er e
r u n i n tri pli c at e o n a n A p pli e d Bi o s y st e m Vii a VII r e al-ti m e P C R s y st e m a n d t ar g et
g e n e ex pr e s si o n l ev el s w er e n or m ali z e d t o t hr r ef er e n c e g e n e. D at a a n al y si s w a s
p erf or m e d u si n g t h e b uil d-i n A p pli e d Bi o s y st e m d e di c at e d s oft w ar e ( Lif e
Te c h n ol o gi e s, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c).

Pr ot ei n i s ol ati o n a n d  w e st er n  bl otti n g. Pr ot ei n extr a cti o n a n d w e st er n
bl otti n g w er e p erf or m e d a s pr evi o u sl y d e s cri b e d. 4 7 Pri m ar y a nti b o di e s u s e d w er e:
a nti- β - A cti n ( Si g m a- Al dri c h, St. L o ui s,  M O, U S A), a nti- P E D,4 8 a nti- C al n exi n
( C ell Si g n alli n g Te c h n ol o g y, B a s el), a nti- P E D S 1 1 6 ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) a nti-
P E D S 1 0 4 ( C ell Si g n ali n g Te c h n ol o gi e s, D a n v er,  M A U S A), a nti- C a s p a s e- 3 ( C ell
Si g n ali n g Te c h n ol o gi e s, D a n v er,  M A U S A), a nti-t ot al E R K a n d a nti- p h o p s h o E R K
( C ell Si g n ali n g Te c h n ol o gi e s), a n d a nti- H N F 4α ( S a nt a cr u z Bi ot e c h n ol o gi e s,
H ei d el b er g,  G er m a n y f or c ell li n e s a n d N o v u s Bi ol o gi c al,  O x o n, E n gl a n d, U K f or
h u m a n s a m pl e s). Bl ot s w er e vi s u ali z e d b y u si n g t h e A z ur e c 3 0 0 0 ( A z ur e
Bi o s y st e m s, I n c., D u bli n, C A, U S A).

F or h u m a n ti s s u e s a m pl e s t h e f oll o wi n g pr ot o c ol w a s u s e d. Fr o z e n ti s s u e w a s
cr u s h e d i nt o a fi n e p o w d er i n  m et al  m ort ar ( c o n str u ct e d i n- h o u s e) c o ol e d o n dr y i c e
a n d r e s u s p e n d e d i n 8  M Ur e a ( A p pli c h e m, A 1 0 8 6) c o nt ai ni n g 5 0  m M Tri s- H Cl,
1 5 0  m M N a Cl, 1  m M P M S F, 1 X C o m pl et e  Mi ni Pr ot e a s e I n hi bit or s fr o m R o c h e
( R o c h e, B a s el, S wit z erl a n d), 1 X P h o s S T O P ( R o c h e) a n d h o m o g e ni z e d u si n g a
P ol ytr o n ( P T 1 0- 3 5  G T, Ki n e m ati c a, L u c er n e, S wit z erl a n d) at 5 0 0 r p m f or 2  mi n o n
i c e. T h e l y s at e s w er e t h e n s u bj e ct e d t o r ot ati o n at 4 ° C wit h i nt er mitt e nt vi g or o u s
v ort exi n g a n d t h e n w er e c e ntrif u g e d at 1 0 0 0 0 × g f or 1 0  mi n at 4 ° C t o r e m o v e c ell
d e bri s. T h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n t h e s u p er n at a nt s w a s d et er mi n e d b y t h e Br a df or d
a s s ay u si n g b o vi n e al b u mi n a s r ef er e n c e. H u m a n ti s s u e s a m pl e s w er e all fr o m
r e s e cti o n s p e ci m e n s of p ati e nt s o p er at e d f or H C C.  M e a n a g e of p ati e nt s w a s 6 6. 8
y e ar s,  m e a n t u m or di a m et er w a s 9. 6 c m.

Pr ot ei n l ev el s w er e q u a ntit ati v el y a s s e s s e d b y a d e n sit o m etri c a n al y si s u si n g
I m a g e J a n al y si s s oft w ar e ( R a s b a n d,  W. S., I m a g e J, U. S. N ati o n al I n stit ut e s of H e alt h,
B et h e s d a,  M D, U S A, htt p://i m a g ej. ni h. g o v/ij/, 1 9 9 7 – 2 0 1 6).

C ell li n e s a n d tr a n sf e cti o n. All c ell s w er e p ur c h a s e d fr o m t h e A m eri c a n
Ty p e C ult ur e C oll e cti o n ( AT C C) a n d  m ai nt ai n e d i n 5 % C O 2 - h u mi difi e d at m o s p h er e
at 3 7 ° C.  M e di a w er e s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % h e at-i n a cti v at e d f et al b o vi n e s er u m
( F B S) 1 0 %, 2  m M  Gl ut a mi n e a n d 1 0 0 U/ ml p e ni cilli n/ str e pt o m y ci n. Tr a n sf e cti o n s
w er e p erf or m e d u si n g Li p of e ct a mi n e 3 0 0 0 ( Lif e Te c h n ol o gi e s, T h er m o Fi s h er
S ci e ntifi c, R ei n a c h, S wit z erl a n d) a c c or di n g t o  m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol. F or P E D
o v er ex pr e s si o n, t h e p c D N A- 3- P E D- M Y C 4 8 pl a s mi d  w a s u s e d. P E D sil e n ci n g w a s
a c hi ev e d wit h  O n- Tar g et S m art P o ol f or P E A 1 5 ( G e D h ar m a c o n, Fr ei b ur g i m

Br ei s g a u,  G er m a n y) a n d t h e r el ati v e n e g ati v e c o ntr ol w a s u s e d. F or  H N F 4 α
sil e n ci n g, a s p e cifi c si R N A a n d it s r el ati v e c o ntr ol w er e u s e d ( S a nt a Cr u z
Bi ot e c h n ol o gi e s, H ei d el b er g,  G er m a n y). All c ell li n e s w er e c o nfir m e d n e g ati v e f or
my c o pl a s m a i nf e cti o n u si n g t h e P C R- b a s e d U ni v er s al  M y c o pl a s m a D et e cti o n kit
( A m eri c a n Ty p e C ult ur e C oll e cti o n,  M a n a s s a s, V A, U S A) a s pr evi o u sl y d e s cri b e d.4 7

Pr olif er ati o n a s s a y a n d s or af e ni b s e n siti vit y. C ell Pr olif er ati o n w a s
a s s e s s e d u si n g t h e x C E L Li g e n c e s y st e m ( O L S, B a s el, S wit z erl a n d). 5 0 0 0 c ell s p er
w ell w er e pl at e d a n d t h e n tr a n sf e ct e d 2 4 h aft er. F or s or af e ni b tr e at m e nt, 1 0 or
2 0 μ M a s i n di c at e d of s or af e ni b w a s a d d e d t o t h e c ell s 2 4 h aft er tr a n sf e cti o n. F or
s cr e e ni n g s or af e ni b s e n siti vit y i n H C C c ell li n e s, i n cl u di n g i n H u H- 7 a n d H e p 3 B c ell s
u p o n P E D o v er ex pr e s si o n, t h e 3-( 4, 5- di m et hylt hi a z ol- 2- yl)- 2, 5- di p h e n ylt etr a z oli u m
br o mi d e ( M T T) a s s ay w a s a d o pt e d.

L u cif er a s e r e p ort er a s s a y. p G L 3 b asic v e ct or, P E D- 4 7 7 l ucif er a s e pr o m ot er
a n d T K-r e nill a l ucif er a s e pl a s mi d h v e b e e n d es cri b e d b ef or e. 1 6 S N U- 4 4 9 c ells w er e
tr a nsf e ct e d i n 9 6- w ell pl at e wit h 2 0 n g of R e nill a l ucif er a s e a n d 1 0 0 n g of Fir efl y
L ucif er a s e c o nstr ucts i n c o m bi n ati o n or n ot wit h t h e si R N A f or H N F 4 α u si n g
li p of e ct a mi n e 3 0 0 0 f oll o wi n g t h e  m a n uf a ct ur er s pr ot o c ol. Aft er 4 8 h l ucif er a s e a ss ay
w a s p erf or m e d u si n g D u al- G L O L ucif er a s e ® A ss ay S yst e m ( Pr o m e g a,  M a di s o n,  WI,
U S A) o n a  m ulti w all pl at e r e a d er ( S y n er gy H 1, Bi ot ek, L uz er n, S witz erl a n d).
Tr a n sf e cti o n of e ac h c o nstr u ct w a s p erf or m e d i n tri pli c at e. R ati o s of R e nill a l ucif er a s e
r e a di n gs t o Fir efl y l ucif er a s e r e a di n gs w er e t ak e n f or e ac h ex p eri m e nt al p oi nt.

C a s p a s e- 3/ 7 a cti vit y  m e a s ur e m e nt. 5 x 1 0 3 c ell s  w er e s e e d e d i n a 9 6- w ell
pl at e a n d t h e n tr a n sf e ct e d aft er 2 4 h. T h e d ay aft er 1 0 μ M of s or af e ni b w a s a d d e d
t o t h e pl at e f a n d t h e n c a s p a s e- 3/ 7 a cti vit y w a s  m e a s ur e d aft er 4 8 h wit h t h e A p o-
O N E ® H o m o g e n e o u s  C a s p a s e- 3/ 7 a s s ay ( Pr o m e g a, D ü b e n d orf, S wit z erl a n d)
a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur e i n str u cti o n.

Mi gr ati o n a s s a y. Tr a n s w ell P er m e a bl e S u p p ort s, 8 μ m p or e si z e ( C or ni n g
I n c or p or at e, C or ni n g, U S A) w er e u s e d t o p erf or m  mi gr ati o n a s s ay. 1 05 c ell s  w er e
r e s u s p e n d e d i n  m e di u m wit h 1 % F B S a n d s e e d e d i n t h e u p p er c h a m b er. Aft er 2 4 h,
c ell s w er e st ai n e d wit h 0. 1 % Cr y st al Vi ol et i n 2 5 %  m et h a n ol a n d t h e n el ut e d i n 1 %
S D S. 4 9 F or r e s c u e ex p eri m e nt,  mi gr ati o n w a s a s s e s s e d wit h CI M pl at e s u si n g t h e
x C E L Li g e n c e s y st e m ( O L S, B a s el, S wit z erl a n d). 4 8 h aft er tr a n sf e cti o n, c ell s  w er e
d et a c h e d a n d c o u nt e d. 3 x 1 0 4 c ell s  w er e pl at e d i n e a c h w ell a c c or di n g t o
m a n uf a ct ur er ’s i n str u cti o n a n d  mi gr ati o n w a s a s s e s s e d 1 2 a n d 2 4 h aft er s e e di n g.

P E D  m R N A e x pr e s si o n a n al y si s  b y  mi cr o arr a y a n d  G S E A. D at a
fr o m t h e g e n e ex pr e s si o n pr ofili n g ( G e n e C hi p

®

H u m a n  G e n e 1. 0 S T arr ay, Aff y m etri x)
of 5 9 n e e dl e bi o p si e s fr o m H C C ti s s u e s a n d t h eir c orr e s p o n di n g n o n-t u m or al li v er
ti s s u e s w a s o bt ai n e d fr o m a pr evi o u s st u d y1 7 a n d r e- a n al y z e d u si n g t h e  Ql u c or e
s oft w ar e ( L u n d, S w e d e n).  G S E A 5 0 w a s p erf or m e d t o a s s e s s t h e e nri c h m e nt of
pr evi o u sl y p u bli s h e d  m et a st a si s or pr o g n o si s- a s s o ci at e d g e n e si g n at ur e s b et w e e n
P E D hi g h a n d P E D l o w H C C s. A t w o-f ol d c h a n g e or  m or e i n P E D ex pr e s si o n b et w e e n
t u m or al a n d n o n-t u m or al ti s s u e s w a s r e g ar d e d a s c ut- off t o cl a s sif y p ati e nt s i nt o
P E D hi g h a n d P E D l o w s u b cl a s s e s.

St ati sti c al a n al y si s. C hi- s q u ar e t e st ( χ 2 -t e st), Fi s h er' s ex a ct t e st a n d  M a n n–
W hit n ey U -t e st f or n o n p ar a m etri c v ari a bl e s a n d St u d e nt’s t-t e st f or p ar a m etri c
v ari a bl es w er e u s e d f or st ati sti c al a n al y s e s. P ati e nt s ur vi v al w a s a s s e s s e d u si n g t h e
K a pl a n – M ei er  m et h o d a n d t h e l o g-r a n k t e st. All t e st s w er e t w o- si d e d wit h P - v al u e s
o 0. 0 5 w er e c o n si d er e d st ati sti c all y si g nifi c a nt. A n al y s e s w er e p erf or m e d u si n g
Gr a p h P a d P RI S M ( Gr a p h P a d S oft w ar e, L a J oll a, U S A).

C o nfli ct  of I nt er e st
T h e a ut h or s d e cl ar e n o c o nfli ct of i nt er e st.

A c k n o wl e d g e m e nt s . S wi s s C a n c er L e a g u e ( O n c o s ui s s e) gr a nt K L S- 3 3 0 2- 0 8-
2 0 1 3 a n d K L S- 4 1 6 8- 0 2- 2 0 1 7; F or s c h u n g sf o n d U ni v er sit ät B a s el ( D M S 2 2 8 6) all t o
M S M; S wi s s C a n c er L e a g u e ( O n c o s ui s s e) gr a nt K F S- 3 9 9 5- 0 8- 2 0 1 6 a n d S wi s s
N ati o n al F o u n d ati o n ( A m bi zi o n e gr a nt n u m b er P Z 0 0 P 3 _ 1 6 8 1 6 5) t o S P. T h e c o nt e nt
i s s ol el y t h e r e s p o n si bilit y of t h e a ut h or s a n d t h e f u n d er s h a d n o r ol e i n st u d y d e si g n,
d at a c oll e cti o n a n d a n al y si s, d e ci si o n t o p u bli s h, or pr e p ar ati o n of t h e  m a n u s cri pt.

P u bli s h er ’s  N ot e
S pri n g er N at ur e r e m ai n s n e utr al wit h r e g ar d t o j uri s di cti o n al cl ai m s i n p u bli s h e d  m a p s
a n d i n stit uti o n al affili ati o n s.

P E D f u n cti o n i n h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a
C  Q ui nt a v all e et al
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1.  Mitt al S, El- S er a g H B. E pi d e mi ol o g y of h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a: c o n si d er t h e p o p ul ati o n.
J  Cli n  G a str o e nt er ol 2 0 1 3; 4 7 : S 2– S 6.

2. Ll o v et J M, Z u c m a n- R o s si J, Pi k ar s k y E, S a n gr o B, S c h w art z  M, S h er m a n  M et al.
H e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a. N at R ev Di s Pri m er s 2 0 1 6; 2 : 1 6 0 1 8.

3. Si n g al A G, El- S er a g H B. H e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a fr o m e pi d e mi ol o g y t o pr ev e nti o n:
tr a n sl ati n g k n o wl e d g e i nt o pr a cti c e. Cli n  G a str o e nt er ol H e p at ol 2 0 1 5; 1 3 : 2 1 4 0– 2 1 5 1.

4. Ll o v et J M, Ri c ci S,  M a z z af err o V, Hil g ar d P,  G a n e E, Bl a n c J F et al. S or af e ni b i n a d v a n c e d
h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a. N E n gl J  M e d 2 0 0 8; 3 5 9 : 3 7 8– 3 9 0.

5. K ar a s hi m a T, F u k u h ar a H, Ta m ur a K, A s hi d a S, K a m a d a  M, I n o u e K et al. E x pr e s si o n of
a n gi o g e n e si s-r el at e d g e n e pr ofil e s a n d d ev el o p m e nt of r e si st a n c e t o t yr o si n e- ki n a s e
i n hi bit or i n a d v a n c e d r e n al c ell c ar ci n o m a: c h ar a ct eri z ati o n of s or af e ni b-r e si st a nt c ell s
d eri v e d fr o m a c ut a n e o u s  m et a st a si s. I nt J Ur ol 2 0 1 3; 2 0 : 9 2 3– 9 3 0.

6. Bl u m e n s c h ei n  G R Jr, S ai nti g n y P, Li u S, Ki m E S, T s a o A S, H er b st R S et al. C o m pr e h e n si v e
bi o m ar k er a n al y si s a n d fi n al effi c a c y r e s ult s of s or af e ni b i n t h e B A T T L E tri al. Cli n C a n c er  R e s
2 0 1 3; 1 9 : 6 9 6 7– 6 9 7 5.

7. J o n e s S J, L a s ki n J, Li Y Y,  Griffit h  O L, A n J, Bil e n k y  M et al. E v ol uti o n of a n a d e n o c ar ci n o m a
i n r e s p o n s e t o s el e cti o n by t ar g et e d ki n a s e i n hi bit or s. G e n o m e Bi ol 2 0 1 0; 1 1 : R 8 2.

8. Z h ai B, S u n X Y.  M e c h a ni s m s of r e si st a n c e t o s or af e ni b a n d t h e c orr e s p o n di n g str at e gi e s i n
h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a. W orl d J H e p at ol 2 0 1 3; 5 : 3 4 5– 3 5 2.

9. Ar a uj o H, D a n zi g er N, C or di er J,  Gl o wi n s ki J, C h n ei w ei s s H. C h ar a ct eri z ati o n of P E A- 1 5, a
m aj or s u b str at e f or pr ot ei n ki n a s e C i n a str o c yt e s. J Bi ol C h e m 1 9 9 3; 2 6 8 : 5 9 1 1– 5 9 2 0.

1 0. D a n zi g er N, Yo k oy a m a  M, J ay T, C or di er J,  Gl o wi n s ki J, C h n ei w ei s s H. C ell ul ar ex pr e s si o n,
d ev el o p m e nt al r e g ul ati o n, a n d p hyl o g e ni c c o n s er v ati o n of P E A- 1 5, t h e a str o c yti c  m aj or
p h o s p h o pr ot ei n a n d pr ot ei n ki n a s e C s u b str at e. J N e ur o c h e m 1 9 9 5; 6 4 : 1 0 1 6– 1 0 2 5.

1 1. Fi or y F, F or mi s a n o P, P err u ol o  G, B e g ui n ot F. Fr o nti er s: P E D/ P E A- 1 5, a  m ultif u n cti o n al
pr ot ei n c o ntr olli n g c ell s ur vi v al a n d gl u c o s e  m et a b oli s m. A m J P hy si ol E n d o cri n ol  M et a b
2 0 0 9; 2 9 7 : E 5 9 2– E 6 0 1.

1 2.  Gr ei g F H, Ni x o n  G F. P h o s p h o pr ot ei n e nri c h e d i n a str o c yt e s ( P E A)- 1 5: a p ot e nti al
t h er a p e uti c t ar g et i n  m ulti pl e di s e a s e st at e s. P h ar m a c ol T h er 2 0 1 4; 1 4 3 : 2 6 5– 2 7 4.

1 3. S ul z m ai er F,  O p o k u- A n s a h J, R a m o s J W. P h o s p h or yl ati o n i s t h e s wit c h t h at t ur n s P E A- 1 5
fr o m t u m or s u p pr e s s or t o t u m or pr o m ot er. S m all  G T P a s e s 2 0 1 2; 3 : 1 7 3– 1 7 7.

1 4. P erf etti A,  Ori e nt e F, I o vi n o S, Al b er o b ell o AT, B ar b a g all o A P, E s p o sit o I et al. P h or b ol e st er s
i n d u c e i ntr a c ell ul ar a c c u m ul ati o n of t h e a nti- a p o pt oti c pr ot ei n P E D/ P E A- 1 5 b y pr ev e nti n g
u bi q uiti n yl ati o n a n d pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n. J Bi ol C h e m 2 0 0 7; 2 8 2 : 8 6 4 8– 8 6 5 7.

1 5. U n g ar o P, Te p eri n o R,  Mirr a P, L o n g o  M, Cicc ar elli  M, R aciti  G A et al. H e p at ocyt e n ucl e ar f act or
( H N F)- 4 al p h a- drive n e pi g e n etic sil e nci n g of t h e h u m a n P E D g e n e. Di a b et ol o gi a 2 0 1 0; 5 3 : 1 4 8 2– 1 4 9 2.

1 6. U n g ar o P, Te p eri n o R,  Mirr a P, C a s s e s e A, Fi or y F, P err u ol o  G et al. M ol e c ul ar cl o ni n g a n d
c h ar a ct eri z ati o n of t h e h u m a n P E D/ P E A- 1 5 g e n e pr o m ot er r ev e al a nt a g o ni sti c r e g ul ati o n b y
h e p at o c yt e n u cl e ar f act or 4 al p h a a n d c hi c k e n o v al b u mi n u p str e a m pr o m ot er tr a n s cri pti o n
f act or II. J Bi ol C h e m 2 0 0 8; 2 8 3 : 3 0 9 7 0– 3 0 9 7 9.

1 7.  M a k o w s k a Z, B ol d a n o v a T, A d a m et z D,  Q u a gli at a L, Vo gt J E, Dill  M T et al. G e n e ex pr e s si o n
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