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1 Einleitung

1.1 Kardiomyopathien

Kardiomyopathien werden als Erkrankungen definiert, die mit einer kardialen
Funktionsstérung einhergehen (WHO/ISF task force)'. Sie kénnen durch veranderte
Ventrikelwanddicken, Kammergrof3en, Kontraktilitdt, Relexation, Konduktion und
Rhytmus charakterisiert sein. Nach WHO-Klassifikation werden primére bzw.
spezifische Kardiomyopathien mit bekannter Atiologie von den idiopathischen mit
unklarer Atiologie abgegrenzt. Eine Vilezahl an Faktoren kann zur Entstehung einer
Kardiomyopathie beitragen; hierzu zahlen isch&mische, valvulare, metabolische,
nutritive, toxische oder physikalische Schadigungen oder aber sie stehen z.B. im
Zusammenhang mit Tumorinfiltrationen, Neuro- oder Myopathien. Hinzu kommen
neben diesen erworbenen Kardiomyopathien die angeborenen, welche durch einen
genetischen Defekt hervorgerufen werden.

Es erfolgt eine Klassifikation in funf Hauptformen: die dilatative Kardiomyopathie
(DCM), die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM), die restriktive Kardiomyopathie
(RCM), die arrhytmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) und die
unklassifizierbaren Kardiomyopathien. Die dilatative und die hypertrophe

Kardiomyopathie stellen die am haufigsten auftretenden Formen dar?.

1.1.1 Dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist durch eine Dilatation und eingeschrankte
Kontraktilitat des linken Ventrikels oder beider Ventrikel charakterisiert. Die DCM hat
eine Pravalenz von 36,5 auf 100.000 Einwohner in den Vereinigten Staaten® und mit
einer Mortalitat von 36% nach fiinf Jahren eine ausgesprochen schlechte Prognose®.
Bei fortschreitendem Verlauf der Erkrankung treten haufig Herzinsuffizienz,
Arrhytmien und plétzliches Herzversage auf. Mikroskopisch kénnen verschmalerte
und dilatierte Herzmuskelfasern beobachtet werden und die Anzahl an
Kardiomyozyten ist durch Apoptose reduziert (siehe Abbildung 1). Myofilamente sind
in ihrer Struktur gestort und Zellkerne kénnen vergrof3ert und abnorm verformt sein.
In Folge dieser Veradnderungen tritt interstitielle Fibrose des Herzmuskels auf, deren

Ausmal’ mit dem Auftreten ventrikularer Arrhythmien korreliert.



Abbildung 1: Anatomische und histologische Charakteristika in Kardiomyopathien.
Morphologische Verdnderungen des gesunden Herzens (A, D, G) fiihren zu einer
Hypertrophie (B) bzw. Dilatation (C). Bei der HCM verlieren die Kardiomyozyten ihre
geordnete Struktur (E) und es tritt Fibrose auf (blau, H). Bei der DCM ist die Anzahl der
Kardiomyozyten durch Apoptose reduziert (F) und es tritt in Folge dessen ebenso Fibrose auf
(blau, 1). Bei der arrhythmogenen rechtsventrikuldren Kardiomyopathie ersetzt adipdses und
fibrotisches Gewebe das Myokard (K) und bei Glykogen-Kardiomyopathien kann eine grof3e
Anzahl an Vakuolen in den Kardiomyozyten auftreten (J). Adaptiert von Ahmad et al.’
(2005).

Die Invasion von Lymphozyten in das Myokard und die Ausbildung von
Inflammationsherden ist haufig zu beobachten. Urséchlich hierfir sind eventuell
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Infektionen mit unterschiedlichen Viren, die bei knapp 70% der Patienten
nachweisbar sind®. Es ist allerdings unklar, welchen Anteil hieran fir die DCM
ursachliche oder aber begleitende Infektionen bilden.

Sowohl bei der HCM als auch bei der DCM stellen Mutationen in diversen Genen
einen Ausl6ser fur die Erkrankung dar; so sind bei 35% aller DCM-Patienten
Verwandte ersten Grades ebenfalls von der Erkrankung betroffen. Bisher wurden
folgende Mutationen als DCM-assoziiert beschrieben: lamin A/C, cardiac troponin T2,
titin, desmin, &-sarcoglycan, thmopoietin, phospholamban, troponin C, metavinculin,
cypher/ZASP, cardiac myosin binding protein C, cardiac muscle LIM Protein, ATP-
sensitive potassium-channel, R-myosin heavy chain, cardiac actin, a-tropomyosin,
telethonin, troponin |, dystrophin und tafazzin’. Mutationen in Genen, deren Proteine
zur Zusammensetzung des Sarkomers beitragen, kénnen sowohl HCM wie DCM
hervorrufen und auch Mutationen in ein und dem selben Gen (z.B. B myosin heavy
chain) kénnen zu beiden Kardiomyopathieformen fiihren. Mutationen in Genen, die in
der Kalziumhomoostase und der Kraftlibertragung vom Sarkomer zur extrazelluléaren
Matrix (Desmosom, Dystrophin Komplex) eine Rolle spielen, fihren meistens zu
DCM. Mutationen in Genen, die im Metabolismus oder in der Organogenese eine

Rolle spielen, fihren hingegen meistens zu HCM.

1.1.2 Hypertrophe Kardiomyopathie

Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist durch eine links- un/oder
rechtsventrikuldare Hypertrophie charakterisiert, die in der Regel asymetrisch ist und
auch das interventrikulare Septum betrifft. Das enddiastolische und/oder das
endsystolische linksventrikulare Volumen kann normal oder verkleinert sein.

Anhand der Hamodynamik wird die hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
(HOCM) mit Ausbildung eines Druckgradienten wahrend der Systole von der
hypertrophen nichtobstruktiven Kardiomyopathie (HNOCM) ohne Ausbildung eines
Druckgradienten unterschieden. Makroskopisch erscheinen die Herzen bei erh6htem
Gewicht vergroRert und kugelformig. Mikroskopisch ist eine Vergrof3erung der
Kardiomyozyten mit einer abnormen Anordnung der Myokardfasern zu beobachten.
Zellkerne kdnnen abnorm verformt sein. Zudem tritt Mitochondriose und Fibrose mit
verstarkter Bildung von extrazellularer Matrix auf (siehe Abbildung 1). Aufgrund
dieser strukturellen Veradnderungen entsteht bei Kontraktion eine unzureichend

ausgerichtete Kraftentfaltung. In Folge dessen steigt die biomechanische
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Beanspruchung des Gewebes weiter an und bedingt das Fortschreiten der
Erkrankung.

Die HCM hat eine Préavalenz von 200 auf 100.000 Einwohner® und fiir ca. 70% der
Falle wird eine krankheitsverursachende Mutation angenommen. Bisher wurden
dominante Mutationen in den Genen g-myosin heavy chain, cardiac myosin-binding
protein C, cardiac troponin T, cardiac troponin |, essential myosin light chain,
regulatory myosin light chain, a-tropomyosin, cardiac actin, slow skeletal and cardiac
muscle troponin C, a-myosin heavy chain, muscle LIM protein, myosin light chain
kinase 2, LIM binding domain 3, Telethonin, vinculin/metavinculin, a-actinin 2,
phospholamban, myozenin, junctophilin 2 und titin beschrieben®. Mutationen in dem
myosin-binding protein C und R-myosin heavy chain werden fir ca. 82% dieser
familidren HCMs verantwortlich gemacht (42% bzw. 40%).

Neben diesen pathologischen Formen der Myokardhypertrophie gibt es die
physiologische Hypertrophie. Sie stellt eine notwendige Anpassung des Herzmuskels
an eine gesteigerte Leistungsanforderung, z.B. bei Sportlern oder wahrend der
Schwangerschaft, dar. Sie fihrt zu einer erhéhten Pumpleistung des Herzens und ist

im Gegensatz zur pathologischen Form zumindest weitestgehend reversibel.

1.1.3 Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

Die arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine vorwiegend
den rechten Ventrikel betreffende Herzmuskelerkrankung, welche sich meist
zwischen dem 15. und dem 40. Lebensjahr durch das Auftreten ventrikularer
Tachykardien manifestiert. Manner sind haufiger betroffen als Frauen und
insbesondere in der friihen Krankheitsphase treten Symptome nach kdrperlicher
Belastung auf. Der plotzliche Herztod ist allerdings héaufig das erste offensichtliche
Symptom fur die ARVC. Typische mikroskopische Befunde bei ARVC sind die
Substitution des myokardialen Gewebes durch Fettgewebe und fibrotisches Gewebe
(siehe Abbildung 1). In Folge dessen kommt es regional oder global zu einer
Dilatation und das fibrotische arrhythmogene Substrat fuhrt zu einer lokal
verzogerten Erregungsleitung. Mutationen in mehreren Genen werden fir die
Entstehung der ARVC verantwortlich gemacht: Neben autosomal dominanten in z.B.
dem cardiac ryanodine rezeptor*! sind im Gegensatz zur DCM und HCM bisher auch
vier rezessive beschrieben worden. Diese betreffen mit plakophilin 2, desmoglein
15)

2'3, desmoplakin (dominant* und rezessiv, Carvajal Erkrankung und
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16,17

Plakoglobin (Naxos Erkrankung) ausschlief3lich Gene, deren Proteine Bestandteil

des Desmosoms sind.

1.2 Mausmodelle kardiomyopathischer Erkrankungen

1.2.1 Plakoglobin knockout Mauslinie

Die intercalated disc verbindet Kardiomyozyten miteinander und ermdéglicht die
synchronisierte Kontraktion des Myokards. Sie bestehen aus adherens junctions
(Verkniipfung des  Aktin-Zytoskeletts), gap junctions (Ubertragung des
Aktionspotentials) und Desmosomen (Verknipfung der Intermediar-Filamente).
Adherens junctions und Desmosomen bestehen unter anderem aus Mitgliedern der
Armadillo-Genfamilie, welche dort die zytoplasmatische Doméne der Cadherine mit
zytoskeletalen Linkerproteinen (z.B. o-Catenin, Vinculin und Desmoplakin)
verbinden. Adherens junctions und Desmosomen stellen somit essentielle
interzellulare Proteinkomplexe dar, die die Aktin- bzw. Intermediarfilamente zweier
Zellen miteinander in biomechanischen Kontakt bringen, wobei die meisten der
Protein-Protein- Interaktionen tber die Armadillo-Doméane vermittelt werden. Zwei
wichtige Armadillo-Adapter-Proteine sind pg-catenin und Plakoglobin (j-catenin). S-
Catenin bindet ausschlie3lich klassische Cadherine und ist vorrangig in den
adherens junctions zu finden, wohingegen Plakoglobin an klassische und
desmosomale Cadherine bindet und somit in adherens junctions und Desmosomen
vorkommt.

Entsprechend dieser wichtigen Funktion bei der Verbindung der Zytoskelette zweier
Zellen ist Plakoglobin fir die Gewebeintegritat in biomechanisch beanspruchten
Geweben essentiell. So fuhren der knockout in der Maus und rezessive Mutationen
im Menschen (siehe 1.1.3) zu schweren Defekten. Bei Embryonen der Plakoglobin
knockout Mauslinie kann das myokardiale Gewebe der zunehmenden
biomechanischen Beanspruchung wahrend der Entwicklung nicht standhalten und es
stromt Blut in den perikardialen Raum, so dafl3 der homozygote knockout embryonal
letal (E12 bis E16) ist'®. Zusétzlich zu diesem kardialen Phéanotyp treten Defekte in
der Haut auf (einzelne Schichten lésen sich voneinander)'®. Auf mikroskopischer
Ebene sind eine reduzierte Anzahl und veréanderte Struktur der Zell-Zell-Kontakte zu
beobachten. Rezessive Mutationen im Menschen, z.B. bei der Naxos Erkrankung,

verursachen bei den Patienten ARVC, wolliges Haar und palmoplantare
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Keratoderma. Bei dieser Erkrankung fuhrt die Deletion von zwei Basen zu einem
Abbruch der Translation und dadurch zu einer C-terminalen Verkirzung des Proteins
um 56 Aminosauren. Diese Verkirzung verhindert eine Lokalisation des Proteins in
den Desmosomen und adherens junctions und somit kann es fir die Stabilisierung
der Zell-Zell-Kontakte seine Funktion nicht mehr erfiillen®.

Zusatzlich zu dieser Funktion von Plakoglobin und B-Catenin bei Zell-Zell-Kontakten
und den daraus resultierenden strukturell bedingten Ph&notypen bei knockout
Mausen erfillen beide Proteine eine wichtige Funktion in dem Wnt-
Signaltransduktionsweg. Liegt B-Catenin nicht gebunden in Zelladh&sionskomplexen
sondern frei im Zytoplasma vor, kann es in den Zellkern wandern und dort
zusammen mit Mitgliedern der Tcf-Familie von Transkriptionsfaktoren eine Vielzahl
an Genen aktivieren, die z.B. in der Embryonalentwicklung oder Tumorgenese
involviert sind*'. Die Translokation von g-catenin in den Nukleus wird tiber dessen
Degradation kontrolliert: Ein Komplex aus tumor suppressor adenomatous polyposis
gene (APC), axin, Thr/Ser protein kinase, CKla und glycogen synthase kinase 3p
(GSK3pB) phosphoryliert sowohl g-catenin als auch Plakoglobin und nach einer
folgenden Poly-Ubiquitinierung durch g-TrCP ubiquitin ligase wird das jeweilige
Protein im Proteasom abgebaut®. Plakoglobin kann indirekt durch Einwirken auf die
Degradation von p-catenin Tcf-vermittelte Transkription aktivieren®. Hingegen bei
direkter Interaktion mit Tcf wird die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA
unterdriickt, so daf3 Plakoglobin dann als negativer Regulator des p-catenin-Tcf
Transkriptionskomplexes agiert”. Dementsprechend fiihrt die Uberexpression von
Plakoglobin oder p-catenin z.B. in der Epidermis zu gegensétzlichen Effekten: g-
catenin fordert Proliferation und Haarfollikelbildung und Plakoglobin unterdriickt diese

Vorgange®°.

1.2.2 MLP knockout Mauslinie

Muscle LIM protein (MLP) gehort zu der Familie der LIM-Domanen-Proteine. Es
lokalisiert abhangig vom Entwicklungsstadium im Zellkern oder im Zytoplasma, wo es
bevorzugt mit den Aktin-Filamenten und der Z-Disk-Region der Muskelzellen
interagiert’”’. Homozygote knockout Mause zeigen ein stark vergroRertes Herz und
typische Symptome einer DCM?. So sind die Wande des linken Ventrikels diinner
als bei Wildtyp-Mausen und die kontraktile Funktion ist beeintrachtigt?. Bereits vor

Auspragung des Phénotyps einer DCM sind bei jungen M&usen eine diastolische
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Dysfunktion zu beobachten® und bei fortgeschrittenem Phénotyp kommt es zu einer
lokalen Reduktion der Anzahl an Mitochondrien und somit zu einer eingeschrankten
Energieversorgung des Herzmuskels®. Zusatzlich entwickeln sich strukturelle
Veranderungen auf Ebene der intercalated discs: Proteine der adherens junctions
treten vermehrt auf, Proteine der gap junctions treten vermindert auf. Proteine der
Desmosomen sind hingegen unverandert®’. Ein knockout von phospholamban, eines
Inhibitors der muskelspezifischen SERCA2a Kalziumpumpe des Sarkoplasmatischen
Retikulums, in Kombination mit dem knockout von MLP verhindert vollstandig die
Auspragung des Phéanotyps einer DCM*; ein Effekt, welcher bei genetischen
Modellen fiir HCM nicht zu erzielen ist*,

Mutationen im MLP Gen filhren im Menschen analog zum Mausmodell zur DCM*.
Dieser Phanotyp ist verbunden mit Anderungen im MLP/T-cap Komplex, welcher als
Sensor fur die biomechanische Beanspruchung des Kardiomyozyten fungiert.

1.2.3 ErbB2- und ErbB4 knockout Mauslinie

Alle vier Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie (EGFR (ErbBl1), ErbB2 (HER2/neu),
ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4)) besitzen vier extrazellulare Domanen mit hoher
struktureller Homologie, eine einzelne Transmembran-Doméne und eine
zytoplasmatische Tyrosinkinase-Doméane. Nur EGFR und ErbB4 sind in Hinblick auf
die Ligandenbindung und Kinase-Aktivitdt voll funktionell. ErbB3 zeigt nur eine
schwache Kinaseaktivitat und fir ErbB2 wurde bisher keine Ligandenbindung
nachgewiesen. Die Bindung eines Liganden (z.B. neuregulin oder epidermal growth
factor) induziert Homo- oder Heterodimerisierung des Rezeptors, welches fir die
Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivitat essentiell ist. Dies fuhrt in einem ersten Schritt
zur Auto-Phosphorylierung des Rezeptors und anschliel3end zur Rekrutierung von
Adapter-Proteinen (z.B. Src, Shc oder Nck), die dann weiterfihrende
Signaltransduktionswege ansprechen. ErbB-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion
ist in zahlreiche biologische Prozesse wie z.B. Apoptose, Migration, Wachstum oder
Differenzierung involviert.

ErbB2 wird bei einem hohen Prozentsatz (20-30%) von Brustkrebspatientinnen
Uberexprimiert oder amplifiziert gefunden. Ein humanisierter monoklonaler Antikrper
(Herceptin/Trastuzumab von Genentech und Roche), der gegen die extrazellulare
Doméne von ErbB2 gerichtet ist, unterdriickt das Tumorwachstum erfolgreich.
Allerdings fuihrt eine Behandlung mit Herceptin insbesondere in Kombination mit

Chemotherapeutika haufig zur Entstehung von Kardiomyopathien®. Wird Herceptin
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als Folgetherapie nach Anthrazyclinen verabreicht, so zeigen 7% der Patienten
kardiale Dysfunktionen und bei gleichzeitiger Verabreichung beider Medikamente
28% der Patienten**®, ErbB2, ErbB4 und neuregulin-1-defiziente Mause sind
embryonal letal und zeigen Stérungen in der Herzentwicklung®®°*!. Mause mit einer
herzspezifischen Inaktivierung von ErbB2 oder ErbB4 erreichen das
Erwachsenenalter, entwickeln aber wenige Monate nach der Geburt eine schwere

424344 " Inwieweit ein verstarktes

DCM und zeigen eine gestorte Trabekulation
Auftreten von Apoptose, z.B. unter Strel3bedingungen (Gabe von Anthracyclinen
oder erhohte Druckbelastung), fir die Entstehung des Phanotyps ursachlich ist,

bleibt anhand der publizierten Daten widerspriichlich®.

1.2.4 Doxorubicin-behandelte Mause

Doxorubicin, ein Quinon-enthaltendes Anthrazyclin, stellt derzeit eines der
effektivsten Zytostatika dar, es wird bei unterschiedlichen malignen Tumoren
eingesetzt. Unglicklicherweise ist jedoch die klinische Anwendbarkeit durch schwere
Nebenwirkungen wie Kardiotoxizitat stark eingeschrankt*. Es kénnen in Folge einer
Behandlung z.B. Myokarditis, linksventrikulare Fehlfunktionen oder Arrhythmien
auftreten”’. Die durch Doxorubicin verursachten Schaden kénnen bei einzelnen
Patienten erst Jahre nach der Behandlung zu Kklinisch feststellbaren
Kardiomyopathien fuhren. Der Grad der Schadigung verhélt sich proportional zu der
verabreichten kumulierten Dosis.

Die dieser Schadigung des Myokards zugrunde liegenden Mechanismen sind noch
nicht vollstandig verstanden. Eine Hypothese geht davon aus, daf3 Doxorubicin an
der inneren Membran der Mitochondrien einen Komplex mit cardiolipin bildet, die
Quinon-Komponente ein Elektron der NADH dehydrogenase des Komplex 1
Ubernimmt und dieses auf molekularen Sauerstoff (bertragt*®*°. Dadurch
entstehende Radikale (reactive oxygen species, ROS) schadigen dann die
Kardiomyozyten auf verschiedenen Ebenen. Dementsprechend kdnnen
verschiedene anti-oxidative Substanzen die Kardiotoxizitdt von Doxorubicin
reduzieren®.

Des weiteren sind Veréanderungen der kardialen Genexpression, Verédnderungen in
der Kalziumhomd@ostase sowie die vermehrte Apoptose von Kardiomyozyten und
eine Reduktion der mitochondrialen Funktion nach Behandlung mit Doxorubicin zu

beobachten. Welcher dieser Vorgange die primare Ursache fir die Entstehung der
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Kardiomyopathie ist oder nur sekundar auftritt, konnte bisher nicht eindeutig

aufgeklart werden.

1.3 Mikroarray-Technologie

1.3.1 Anwendungsgebiete der Array-Technologie: Ein Uberblick

Die sogenannnte Mikroarray-Technologie hat sich in den letzten Jahren eine Vielzahl
von Anwendungsgebieten erschlossen und wird sowohl in der Forschung als auch
zunehmend in der Diagnostik eingesetzt. Die Art des zu untersuchenden
Zielmolekuls ("target") gestattet eine grobe Unterteilung der Mikroarray-Technologie.
Mikroarrays mit RNA als Zielmolekil werden in erster Linie zur Erstellung von
Genexpressionsprofilen eingesetzt. Das heildt, es werden die Expressionsniveaus
einer Vielzahl von Genen auf Transkriptebene gemessen. Hierzu werden auf einem
Mikroarray PCR-Produkte oder Oligo-Nukleotide immobilisiert oder durch gerichtete
Synthese aufgebracht. Gangige Formate sind genomweite, themenspezifische oder
diagnostische Mikroarrays. Auf einem Array kdnnen tausende bis Millionen einzelner
Oligo-Nukleotide Platz finden, so daf3 mittlerweile eine Auflésung bis auf die Ebene
der einzelnen Exone aller Gene eines Organismus maoglich ist (z. B. Affymetrix Exon
Arrays).

Mikroarrays mit DNA als Zielmolekil werden fur die Untersuchung von
chromosomalen Veranderungen ("complex genomic hybridisation”, CGH) z. B. bei
Krebs genutzt. Zudem ist es mdglich, mit Kartierungsarrays nach dem Auftreten von
"single nucleotide Polymorphisms" (SNPs) zu suchen und dadurch eine
Haplotypenkarte eines Individuums zu erstellen. Sogenannte "tiling"-Arrays (Oligo-
Nukleotide Uber das gesamte Genom verteilt) oder aber Promotor-Arrays (Oligo-
Nukleotide Uber die Promotor-Region eines jeden Gens verteilt) werden fiir "ChlIP on
Chip" Anwendungen genutzt. Hierbei wird in einem ersten Schritt mit einem
spezifischen Antikorper ein Transkriptionsfaktor gebunden an die entsprechenden
Promotoren der DNA isoliert (Chromatin Immunprézipitation, ChIP) und
anschliel3end, ausgehend von den mitgeféllten DNA-Fragmenten, eine Sonde zur
Hybridisierung auf "tiling"- bzw. Promotor-Arrays hergestellt. So entsteht ein

genomweites in vivo-Bild der Bindungsaktivitdit von Transkriptionsfaktoren an
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einzelne Promotoren. Weitere Anwendungen konzentrieren sich z.B. auf
Resequenzierung oder Genotypisierung.

Mikroarrays mit Protein als Zielmolekldl dienen zur Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionen, Protein-Antikdrper- Interaktionen, Protein-DNA-Interaktionen
und zur Bestimmung von Enzymaktivitaten. Entsprechend der Anwendung kénnen
Proteine, Antikdrper oder aber auch doppelstrangige DNA auf der Array-Oberflache
immobilisiert sein. Mikroarrays mit Antikbrpern als Zielmolekil werden z.B. zur
Untersuchung von Patientenseren nach Auto-AntikOrpern genutzt; auf ihrer
Oberflache befinden sich dementsprechend immobilisierte Proteine.

1.3.2 Detektion differentieller Genexpression

Das vergleichsweise einfachste Experiment stellt der Vergleich zweier Zustande wie
z.B. Wildtyp gegen knockout, krank gegen gesund oder behandelt gegen
unbehandelt dar. Zur Identifikation von deregulierten Genen zwischen diesen beiden
Zustanden gibt es zwei grundsatzlich unterschiedliche Vorgehensweisen: Bei der
ersten wird unter Berlcksichtigung der zu erwarteten Heterogenitét der biologischen
Proben, der technischen Reproduzierbarkeit der Hybridisierungen und der Anzahl
der parallel zu vermessenden Genaktivitaten eine flr eine statistische Betrachtung
ausreichende Anzahl an Mikroarrays eingesetzt. Ein solches Experiment liefert eine
Liste an Genen mit einem Ratio der Genexpression und einer statistischen
KenngroRe fur die Aussagesicherheit der Deregulation. Bei der zweiten
Vorgehensweise wird auf eine grof3ere Anzahl an Replika verzichtet (z.B. nur 1 oder
2 Arrays pro Zustand), so daf3 die resultierende Liste an Genen neben dem Ratio der
Genexpression keine statistische KenngrofRe beinhaltet. Um trotzdem eine
Aussagesicherheit abzuschatzen, kénnen unterstitzend Informationen wie z.B. die
Signalintensitat eines Gens im Vergleich zur Hintergrundintensitdt herangezogen
werden. Insbesondere bei sehr heterogener Genexpression innerhalb der Zustande
oder sehr schwachen Signalintensitaten eines Gens kann bei dieser Vorgehensweise
die Falsch-Positiv-Rate sehr hoch liegen. Trotzdem haben beide Strategien ihre
Berechtigung; sie unterscheiden sich in der Aussagesicherheit der Ergebnisse und
auch in ihren Kosten bzw. ihrem experimentellen Aufwand.

Wird eine statistische Beurteilung der Signifikanz der potentiell deregulierten Gene
angestrebt, ist dem Experiment vorhergehend eine Abschatzung der bendtigten
Arrays bzw. biologischen Proben erforderlich. Aufgrund unvollstandiger oder

ungenauer Informationen bezuglich der technischen und biologischen Variabilitét der
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einzelnen Mel3groRen und deren Verteilungen gestaltet sich eine solche Vorhersage
jedoch schwierig. Theoretische statistische Abschétzungen gehen bei angestrebten
angemessenen Sensitivitdten (Ratio der Genexpression kleiner 2) von mehreren
dutzend benétigten biologischen Proben bzw. Arrays aus®:®2. Diese theoretischen
Betrachtungen entsprechen allerdings nur ungenigend der experimentellen Praxis,
bei der sich in der Regel auf die Betrachtung der Heterogenitat des Phéanotyps und
Auswahl eines moglichst sensitiven Array-Formats beschréankt wird.

Bei der statistischen Auswertung der Hybridisierungen zweier Zustande tritt ein
grundsatzliches Problem auf: Einer haufig geringen Anzahl an Replika pro Zustand
(s.0.) stehen tausende parallel durchzufiihrende statistische Tests der einzelnen
Gene (z.B. bei genomweiten Array-Formaten) gegeniiber. Dieses sogenannte "multi-
testing”-Problem fuhrt z.B. bei der Anwendung eines t-Tests zu nicht mehr sinnvollen
Signifikanzwerten und zudem wird die Falsch-Positiv-Rate stark von der absoluten
Anzahl an Positiven beeinflu3t. Zur Korrektur des "multi-testing”-Problems bzw.
Bestimmung der Falsch-Positiv-Rate werden modifizierte t-Tests als auch
permutationsbasierte Tests eingesetzt. Modifizierte t-Tests konzentrieren sich haufig
auf eine Korrektur der berechneten Standardabweichungen der Verteilungen beider
Zustande. In Ermangelung einer ausreichenden Anzahl an Replika kénnen diese bei
einzelnen Genen insbesondere bei geringer Signalintensitat zuféllig sehr kleine
Werte annehmen und dadurch eine nicht vorhandene MelR3genauigkeit vortduschen.
Permutationsbasierte Tests hingegen (z.B. Significance Analysis of Microarrays,
SAM) berechnen die statistische Signifikanz durch den Vergleich einer berechneten
statistischen KenngroRe bei richtiger Zuordnung der Replika zu den beiden zu
analysierenden Zustdnden mit einer Vielzahl von berechneten statistischen

KenngroRen bei frei permutierter Replika-Zuordnung zu den beiden Zustéanden®.

1.3.3 Mustererkennung durch Clustering

Bei der Analyse von Genexpressionsprofilen einer Vielzahl an Zustanden gruppieren
Clustering-Verfahren einzelne Gene und/oder einzelne Arrays nach der Ahnlichkeit
der gemessenen Expressionswerte innerhalb des gesamten Datensatzes (Matrix,
siehe Abbildung 8). Gene, die in einer Vielzahl an Zustanden A&hnliche
Expressionswerte zeigen und somit einen Cluster bilden, stehen haufig in einem
funktionellen Zusammenhang®*. Dies kénnen z.B. Gene der "heat shock"-Familie
sein, welche in einem Zeitverlaufsexperiment in Folge einer Erh6hung der

Temperatur in ihrer Expression induziert werden. Ahnliche biologische Eigenschaften
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kénnen die Materialproben aufweisen, welche fir die Hybridisierungen der Arrays
eines Clusters eingesetzt wurden. Unterschiedliche Cluster von Krebs-Patienten
konnen z.B. unterschiedliche Uberlebensraten der einzelnen Patientengruppen
vorhersagen und somit eine prézise Subklassifizierung einer Erkrankung
ermoglichen® *°,

Bei dem sogenannten hierachischen Clustering werden Gene bzw. Arrays
schrittweise nach Ahnlichkeit zu Paaren zusammengefaRt und sortiert. Dadurch
entsteht eine Baumstruktur, bei der in der Regel die Expressionswerte zur
Visualisierung in Falschfarben dargestellt sind. In Abbildung 2 sind in Form eines
solchen hierachischen Clusterings die Genexpressionsprofile eines
Zellkulturexperiments ausgewertet worden. Die Genexpression von Adipozyten,
welche mit drei unterschiedlichen Liganden des nukledren Rezeptors peroxisome
proliferator—activated receptor y (PPARy) oder einem Vehikel behandelt wurden,
sollte untersucht werden®. Bei den Liganden handelte es sich um partielle
Modulatoren (Telmisartan und Irbesartan), die bereits als Blutdrucksenker
(Angiotensin 1l Typ 1 Rezeptor-Blocker) in der Patientenbehandlung eingesetzt
werden, und einen vollen Agonisten des PPARy-Rezeptors (Pioglitazone). Das
Clustering visualisiert die in weiten Bereichen identische Expressionsantwort der
Adipozyten auf eine Behandlung mit den drei unterschiedlichen Liganden (A) und
eine Viezahl an bekannten PPARy-Zielgenen wurde angesprochen (B). Allerdings
lieferten einzelne Cluster auch Gene mit einer fir den einzelnen Liganden
spezifischen Expressionsantwort (C). So wird z.B. der prostacyclin-rezeptor, ein
wichtiger Initiator fir die Adipogenese, nur durch Pioglitazone induziert und die
glycerol-kinase, die eine Rolle in der Fetteinlagerung spielt, weit starker durch
Pioglitazone induziert als durch Telmisartan und Irbesartan.

Bei dem sogenannten k-means-Clustering wird die Anzahl der Cluster vordefiniert
und ein iterativ arbeitender Algorithmus gruppiert die Gene oder Arrays entsprechend
der Ahnlichkeit ihrer Expressionswerte®®. Eine Variation dieser Methodik stellen die
self organizing maps (SOM) dar*®. Hierbei beeinflussen die Mitglieder eines Clusters
wahrend des iterativen Prozesses die Lage der benachbarten Cluster; es entsteht

eine netzartige Struktur mit potentiell stabileren Clustern.
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Abbildung 2: Hierarchisches Clustering. Es wurden die Genexpressionsprofile von drei
unterschiedlich behandelten Adipozyten-Zellkulturen im Vergleich zu unbehandelten Zellen
ausgewertet. ~2900 Gene zeigten bei zumindest einer der drei zugegebenen Medikamente
eine signifikante Deregulation der Expression. Diese ~2900 Gene wurden durch
hierarchisches Clustering nach Ahnlichkeit der Expression tiber die drei Zustande mit jeweils
vier technischen Replika sortiert (A). Eine Vielzahl an Genen wurde durch die
unterschiedlichen Substanzen, welche Liganden des peroxisome proliferator—activated
receptor y sind, gleichermalen angesprochen und einige stellten bekannte Zielgene des
Rezeptors dar (B). Einzelne Cluster beinhalteten allerdings auch Gene mit
medikamentenspezifischer Expression (C). Adaptiert von Schupp et al. (2005)°".

1.3.4 Explorative Werkzeuge flr grol3e Satze von Genen

Statistische Verfahren wie die Bestimmung der deregulierten Gene zwischen zwei
Zustéanden oder aber die Detektion spezifischer Expression einer Gruppe von Genen
fur einen von vielen Zustdnden liefern haufig eine grof3e Anzahl von Genen. Das
Verstandnis bzw. die Interpretation des potentiell vorhandenen funktionellen
Zusammenhangs zwischen einer solchen Vielzahl an Genen stellt eine groRRe

intellektuelle als auch zeitliche Herausforderung dar. Bei Organismen mit geringer
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GenomgroRe (z.B. S. cerevisiae) kdénnen solche Satze von Genen aufgrund der
umfangreichen Kenntnis der Funktionen vieler Gene haufig direkt Aufschlu® Uber
biologische Zusammenhange bzw. Signaltransduktionswege geben. Dies ist jedoch
bei der bisher unzureichenden funktionellen Charakterisierung der Genome
komplexerer Organismen (z.B. Mensch oder Maus) in der Regel nicht moglich. Erste
Schritte in diese Richtung bieten jedoch mehrere explorative Werkzeuge. Hierzu
zahlt z.B die Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery
(DAVID; bzw. als lokale Anwendung Expression Analysis Systematic
Explorer"(EASE))**°'. Dieser Ansatz gestattet es unter anderem, einen Satz von
Genen nach gene ontology (GO)* zu kategorisieren und anschlieBend in Hinblick
auf das gesamte Genom eine Uberreprasentation einzelner GO-Kategorien zu
bestimmen. Hierbei kann zwischen den GO-Kategorien "Biologischer Prozess",
"Molekulare Funktion" und "Zellulares Kompartiment" gewahlt werden. Innerhalb
einer der Kategorien kann aus einer sich baumartig strukturierenden Annotation aus
funf Ebenen die Auflésung festgelegt werden.

Bei der webbasierten Ingenuity Software erfolgt aufbauend auf einer manuell
erstallten Datenbank mit publizierten Interaktionen/Annotationen von Genen eine
Verknipfung in funktionellen Netzwerken (www.ingenuity.com). Bei solchen
Interaktionen kann es sich z.B. um direkte Protein-Protein Interaktionen oder die
Aktivierung eines Gens durch einen Transkriptionsfaktor handeln.

Bei der Untersuchung von geschlechter-spezifischen Aspekten der Hypertrophie in
einem Tiermodell wurden diese beiden Verfahren angewandt®. Durch transverasle
aorte Konstriktion (TAC) wurde in méannlichen und und weiblichen Mausen eine
Hypetrophie induziert und zwei Wochen spéter die Genexpression des Myokards
untersucht. Mit einer zweifaktoriellen ANOVA wurden 653 mit einer geschlechter-
und hypertrophiespezifischen Expression identifiziert (P<0.05). Dieser Satz von
Genen wurde in zwei Halften unterteilt: 338 Gene mit einer relativ hoheren
Expression in weiblichen Tieren (TAC weibl. / Sham weibl. >TAC mannl. / Sham
mannl.) und 315 Gene mit einer relativ hdheren Expression in mannlichen Tieren
(TAC mannl. / Sham ménnl. > TAC weibl. / Sham weibl.). Diese beiden Sétze von
Genen wurden mit DAVID wund Ingenuity analysiert. Hierbei konnten
geschlechterspezifische Mechanismen des Adaptionsprozesses in der Hypertrophie
identifiziert werden (siehe Abbildung 3). Das ménnliche Genexpressionsmuster war
in erster Linie durch einen starkeren Umbau des Myokards und der extrazellularen
Matrix und das weibliche durch einen vorteilhafteren Metabolismus gekennzeichnet

(relativ starkere Fettsdureoxidation).
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Abbildung 3: Geschlechterspezifische Hypertrophieantwort. Signifikant geschlechter-
abhéngig deregulierte Gene in der Hypertrophieantwort wurden mit der Ingenuity Software zu
Netzwerken organisiert. Die sdchwarzen Linien entsprechen hierbei publizierten
Interaktionen zwischen den Genen. Charakteristisch fir die weibliche Expressionsantwort
war die starkere Fettsdureoxidation, gesteuert Uiber pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme
4 (PDK4) und PPARy, coactivator 1 alpha (PPARGCL1 bzw. PGC-1) und charakteristisch fir
die ménnliche der starkere Umbau des Gewebes mit einer entsprechenden Regulation von
z.B. matrix metalloproteinase 2 (MMP2), transforming growth factor B (TGFB2), collagen
3al (COL3A1) und tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 2 (TIMP2). Adaptiert von
Witt et al. (2008)%. Griiner Stern: Metabolismus; gelber Stern: extrazelluldre Matrix
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1.3.5 Charakterisierung von Tiermodellen durch Genexpressionsprofile

Um die Vergleichbarkeit eines Tiermodells fir eine Erkrankung zur humanen
Situation zu bestimmen, sind verschiedene Ansatze der Datenauswertung von
Genexpressionsprofilen méglich: Es kann auf Einzelgenebene die Aktivierung eines
ahnlichen Genexpressionsprogramms Uberprift werden oder aber mit Methoden der
Mustererkennung eine globalere Betrachtung der beteiligten Prozesse erfolgen.

Einen solchen Ansatz verfolgten z.B. Lee et al. bei der Identifikation eines
Mausmodells, welches am besten die humane Form der Erkrankung des
hepatozellularen Karzinoms widerspiegelt®. Hierzu wurden die
Genexpressionsprofile von 68 humanen Patienten mit denen von sieben
Mausmodellen verglichen. Bei den Mausmodellen handelte es sich um zwei
chemisch induzierte (Ciprofibrate und Diethylnitrosamin), vier transgene (Myc, E2f1,
Myc/E2f1 und Myc/Tgfa) und ein knockout Modell (Acox™). Ein hierarchisches
Clustering (siehe 1.3.3) der humanen Proben zusammen mit den Mausmodellen

unter Berucksichtigung der orthologen Gene lieferte drei Cluster (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Clustering von humanen und murinen Leberkrebsproben. Durch
hierarchisches Clustering wurden 68 humane Leberkrebsproben und Leberproben von sieben
Mausmodellen in ihrer Genexpression analysiert (1650 orthologe Gene, bei mindestens 10%
der Proben um den Faktor 2 differentiell exprimiert). Es ergaben sich drei Subcluster, in
denen spezifisch Mausmodelle jeweils mit Patiengruppen mit guter (Cluster 2) bzw.
schlechter Prognose (Cluster 1) korrelierten. Adaptiert von Lee et al. (2004)

Cluster A (Hs): humane Leberkrebsproben von Patienten mit schlechter Prognose.

Cluster B (Hs): humane Leberkrebsproben von Patienten mit guter Prognose

rot: humane Proben, blau: murine Proben
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In Cluster 1 korrelierte die Expression von Myc/Tgfa transgenen Mausen und
Diethylnitrosamin-behandelten Mausen mit der von humanen Proben von Patienten
mit einer schlechten Prognose, in Cluster 2 korrelierte die Expression von Myc-,
E2f1- und Myc/E2f1 transgenen Mausen mit derjenigen von humanen Proben von
Patienten mit einer relativ guten Prognose und in Cluster 3 befanden sich neben
Acox” knockout Mausen und Ciprofibrate-behandelten Méausen nur wenige humane
Proben. In mehreren vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dal3 Gene,
welche in Zellwachstum und Proliferation involviert sind, die aussagestérksten
prognostischen Marker fiir das hepatozellulare Karzinom darstellen®. Diese Gruppe
von Genen wurde in den Myc/Tgfa transgenen M&usen und Diethylnitrosamin-
behandelten Mausen weit starker aktiviert als in den anderen Modellen.

In einem nachsten Schritt wurden die Expressionswerte der beiden Gruppen von
Patienten mit hepatozellularen Karzinom mit guter und schlechter Prognose in der
Trainingsphase einer Klassenvorhersage fur die sieben Mausmodelle eingesetzt.
Passend zu den Ergebnissen des hierachischen Clusterings wurden die Myc/Tgfa
transgenen Mause den Patienten mit schlechter Prognose und alle weiteren den
Patienten mit guter Prognose zugeordnet (keine signifikante Aussage flr
Diethylnitrosamin-behandelte Mause, da nur drei Proben vorlagen). Besonders
bemerkenswert an dieser Arbeit ist die mit zwei statistischen Methoden bestimmte
Ahnlichkeit der Expressionsmuster zwischen zwei Spezies. Das heil3t, der Phanotyp
hatte in diesem Beispiel einer Charakterisierung von Tiermodellen einer humanen
Erkrankung einen groReren EinfluR auf das jeweilige Expressionsmuster als die
Spezies.

In einer Arbeit von Gao et al. wurde zur Analyse der Expressionswerte von
Tiermodellen fur Herzinsuffizienz im Vergleich zur humanen Situation der Expression
Analysis Systemic Explorer (EASE) genutzt®®. Dieser statistische Ansatz gestattet die
Identifikation von GO-Kategorien, in welchen im Vergleich zum gesamten Genom
eine Uberproportional groRe Anzahl an Genen differentiell exprimiert gefunden wurde
(siehe 1.3.4). Es wurden die Expressionsmuster von transgenen TNF Mausen, MLP
knockout Mausen und von herzinsuffizienten Hunden (induziert durch eine stark
erhbhte Herzfrequenz mit Hilfe eines Herzschrittmachers) mit humanen
idiopathischen und ischamischen Kardiomyopathien verglichen. Es zeigte sich, daf3
eine Vielzahl an GO-Kategorien fur das jeweilige Modellsystem spezifisch war und
nur wenige Ubereinstimmungen in den humanen Proben fanden. So wurden z.B. in
den transgenen TNF Mausen spezifisch Gene des Energiestoffwechsels vermindert
exprimiert und Gene der Immunantwort stark induziert, was in den humanen Proben

nicht gefunden wurde.
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1.3.6  Charakterisierung  der dilatativen  Kardiomyopathie  durch

Genexpressionsprofile

Aktuell publizierte Array-Studien humaner Gewebe von DCM- oder HCM-Patienten

basieren auf explantierten Herzen®'%80970.71.72.73,74.75.76

oder endomyokardialen
Biopsien’”"®. Explantierte Herzen bieten ausreichend Probenmaterial, aber eine nicht
zu vermeidende, teilweise stundenlange Lagerung auf Eis mag schwer kalkulierbare
Effekte auf die Genexpression und RNA-Qualitat haben. Myokardiale Biopsien
hingegen sollten aufgrund des kurzeren zeitlichen Abstandes zwischen Entnahme
und Lagerung in flissigem Stickstoff in ihrer Genexpression der in vivo Situation
naher kommen. Sie sind aber nur von geringer Gréf3e und der Enthahmeort mag
durch Variation der zellularen Zusammensetzung einen nicht unerheblichen Einfluf
auf die jeweilige detektierte Genexpression haben. Insgesamt sind, bedingt durch die
eingeschrankte Verflgbarkeit an humanen Proben, die publizierten Studien
vergleichsweise Kklein (z.B. im Vergleich zu Genexpressionsstudien in der
Krebsforschung). So verglichen Yang et al. zwei DCM Patienten mit zwei gesunden
Kontrollpatienten und in anderen Studien werden ebenso nur relativ wenige Proben
eingesetzt und nur selten mehr als 10 Proben pro Zustand untersucht.

Ein Vergleich und eine Zusammenfassung der Ergebnisse aller publizierten
Genexpressionsstudien mit humanen DCM Proben gestaltet sich schwierig. Geringe
Probenanzahlen (s.0.) bei gleichzeitig hoher Heterogenitat in der Genexpression
fuhrten zusammen mit dem Einsatz unterschiedlicher Array-Technologien und
Datenauswertungen im Detail zu recht unterschiedlichen Ergebnissen.

Die in publizierten Studien am starksten differentiell exprimierten Gene in der DCM
betrafen das sogenannte fétale Genprogramm. Zu ihnen gehéren das natriuretic
peptide precursor A, natriuretic peptide precursor B, actin alpha skeletal muscle und
B-myosin heavy chain und sie erreichten in einzelnen Publikationen eine mehr als
10-fache Induktion der Expression. Ebenso wurde eine Vielzahl an Genen der
extrazellularen Matrix (z.B. Kollagene und lumican) und des Zytoskeletts (z.B. a-
actinin, desmin, vinculin) hochreguliert. AuBerdem wurden mehrere Gene, welche die
Kalziumhomoostase kontrollieren, dereguliert gefunden. Insbesondere eine
reduzierte Expression der sarcoplasmatic/endoplasmatic reticulum calcium ATPase-
2 (SERCAZ2) wurde Ubereinstimmend in mehreren Studien detektiert. SERCA2 ist
verantwortlich fur den Transport des Kalziums in das sarkoplasmatische Retikulum;
eine verringerte Expression mag daher zu gestdrter Entspannung der Muskulatur in

der Diastole fuhren. Inkonsistente Ergebnisse in den einzelnen Studien ergeben sich
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fur Gene des Metabolismus und der Apoptose. Hypothesen, wie die verstarkte
Nutzung von Glukose im Vergleich zu Fettsauren, fanden nur in einzelnen Studien
eine Bestatigung und die Richtung der Deregulation von involvierten Genen (z.B.

apolipoprotein D und aldose reductase) war haufig widersprichlich.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Aufgrund der zahlreichen Ursachen fir Kardiomyopathien mit stark individueller
Pathogenese auf der einen Seite und der schlechten Zugénglichkeit des humanen
Herzens fur wissenschaftliche Untersuchungen (Messung der Herzfunktion bzw.
Biopsienahme) auf der anderen Seite besitzen Tiermodelle in der Herzforschung
eine besondere Beseutung. Das Mausmodell kombiniert die Méglichkeit der gezielten
genetischen Manipulation und einer Vielzahl an molekularbiologischen Techniken mit
der Moglichkeit der phanotypischen Charakterisierung des vierkammerigen Herzens
z.B. durch Echokardiographie.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Charakterisierung von Mausmodellen mit
kardiomyopathischen Erkrankungen auf transkriptioneller Ebene angestrebt. Hierzu
sollen sogenannte Mikroarrays eingesetzt werden, die eine genomweite Untersuchen
der Genaktivitdt ermdglichen. Durch den Einsatz unterschiedlicher statistischer
Verfahren sollen zwischen den Mausmodellen Ubereinstimmende als auch
spezifische Genexpressionmuster identifiziert und funktionell annotiert werden.

Ein solcher Ansatz geht Uber die Charakterisierung des resultierenden Phanotyps
oder die Einzelbetrachtung eines Signaltranduktionsweges hinaus und soll einen
detaillierten Blick auf die global ablaufenden Veranderungen in der Pathogenese der
Kardiomyopathie erméglichen.

Es sollen insgesamt sechs Mausmodelle untersucht werden: vier knockout
Mauslinien, ein chemisch induziertes Modell und die Kombination aus einer knockout
Mauslinie mit einer chemisch induzierten Kardiomyopathie. Es wurden bewul3t
Mausmodelle ausgewahlt, bei denen die inaktivierten Gene sehr unterschiedliche
Zellulare Funktionen erfillen: Plakoglobin stabilisiert Zell-Zell Kontakte, ErbB2 und
ErbB4 vermitteln Signaltransduktion und MLP erfillt strukturelle Aufgaben im
Sarkomer und Zytosklelett.

Um einen Vergleich mit dem humanen Krankheitshild zu ermoéglichen, werden
zusétzlich Genexpressionsstudien mit Proben von DCM Patienten durchgefuhrt.

Hierzu soll eigens ein kardialer Themenarray entwickelt, hergestellt und angewandt
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werden. Die erhaltenen murinen und humanen Expressionsdaten sollten dann unter
Einbeziehung weiterer publizierter Studien interpretiert werden.

Zusatzlich zu der Untersuchung der homozygoten Plakoglobin knockout Mauslinie im
Rahmen der Expressionsstudien wird eine detaillierte phanotypische Analyse des
heterozygoten Genotyps angestrebt. Rezessive Mutationen in dem Gen Plakoglobin
fuhren zu einer arrhythmogenen rechtsventrikularen Kardiomyopathie, wolligem Haar
und palmoplantarer Keratoderma (Naxos Erkrankung). Der experimentellen
Herangehenswweise liegt die Hypothese zu Grunde, dal? eine reduzierte Menge an
Plakoglobin-Transkript bzw. Protein in der Maus zu &hnlichen Effekten wie das in der

Lange verkirzte, aber teilweise noch funktionelle humane Protein fihren konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Humanes und murines Probenmaterial

2.1.1 Tierhaltung und eingesetzte Mausmodelle

Die Tiere wurden unter spezifiziert Pathogen-freien SPF-Bedingungen bei
Standardtemperatur (22-24°C) und Luftfeuchtigkeit (55-60%) und einem 12h Licht /
12h Dunkel-Zyklus gehalten. Die Tierpflege und die Durchfiihrung experimenteller
Prozeduren folgten dem "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the
Government of Berlin" und den Empfehlungen der "Society for Laboratory Animal
Science" (GV-SOLAS) sowie der "Federation of European Laboratory Animal
Science Association" (FELASA).

Bei den eingesetzten Mausmodellen handelte es sich bei den Plakoglobin- und MLP
knockout Mausen um eine vollstdndige Inaktivierung des Gens (Ausschalten des
jeweiligen Gens durch homologe Rekombination mit einem Zielgen-Konstrukt). Bei
den ErbB2- und ErbB4 knockout M&ausen handelte es sich um eine herzspezifische
Inaktivierung durch Einsatz des Cre/loxP Systems (Cre unter Kontrolle des myosin
light chain 2 Promotors). Es wurden méannliche Tiere im Alter von 8-10 Monaten

eingesetzt.

Von folgenden Personen bzw. Einrichtungen wurden entsprechende Mauslinien zur

Verfligung gestellt:

-MLP knockout Mauslinie: Elisabeth Ehler, Institute of Cell Biology, ETH Zuerich-
Hoenggerberg, CH-8093 Zuerich (aktuelle Adresse: Randall Centre, King's College
London, London SE1 1UL)

-ErbB4  knockout Mauslinie und Doxorubicin-behandelte Maéause (15 mg
Doxorubicin/kg, 3 Mal pro Woche): Cecilia Hertig, INGEBI-CONICET, Vuelta de

Obligado 2490, 1428 Buenos Aires

-ErbB2 knockout Mauslinie: Allistair Garratt, Max Delbriick Center for Molecular
Medicine, Robert Roessle Str. 10, 13125 Berlin
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2.1.2 Gewebeentnahme und Genotypisierung von Plakoglobin knockout Mausen

Embryonale Mausherzen wurden aus kontrolliert verpaarten C57BL/6 oder 129SV
heterozygoten Plakoglobin knockout Weibchen am E12.5 der Trachtigkeit steril
entnommen und in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Es wurden die Dottersacke oder Schwanzproben in 500ul Lysispuffer (100 mM Tris-
HCI pH 8,5; 5 mM EDTA; 0,2% SDS; 200mM NaCl; 100ug/ml Proteinase K
(Boehringer Mannheim 85623431)) gegeben und tber Nacht bei 55°C inkubiert
(Eppendorf ThermoStat plus). Zur vollstandigen Lyse wurden die Ansatze am
nachsten Tag mit einem Vortex geschuttelt, dann zur Fallung der DNA 500l
Isopropanol hinzugegeben, 10min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und dabei im
Abstand weniger Minuten geschwenkt. Der entstandene Faden genomischer DNA
wurde in ein neues Eppendorf-Gefal Gberfuhrt und mit 70% Ethanol gewaschen; das
Pellet wurde in 100ul Low-TE-Puffer (ImM Tris-HCI pH 7,4; 0,1mM EDTA)

aufgenommen.

Zur Bestimmung des Genotyps wurde mit dieser DNA eine PCR (MJ Research PTC-
200) mit folgenden Primern durchgefihrt: Plakoglobin (sense) 5-CGG CCA TCG
TCC ATC TCA TC-3’, Plakoglobin (antisense) 5’-CCT CCT TCT TGG ACA GCT GG-
3’ und Neomycin (sense) 5-CTT CTA TCG CCT TCT TGA CG-3'. Fur das Wildtyp-
Allel ergibt sich ein 300bp Fragment und fur das Mutanten-Allel ein 150bp Fragment.
Folgendes Temperaturprogramm wurde eingesetzt: 30 Zyklen (96°C 15s; 50°C 15s;
72°C 60s) und 72°C fur 10min.

Zusammensetzung der PCR-Reaktion:

1l Lésung der genomischen DNA
2,93ul Wasser
1wl Primer Plakoglobin (sense) 5 pmol/ul
0,5ul Primer Plakoglobin (antisense) 5 pmol/pul
0,5ul Primer Neomycin (sense) 5 pmol/pul
0,75ul dNTPs je 20mM
0,75ul PCR-Puffer (Eppendorf 0032.007.724)
0,07ul Tag-Polymerase 5U/ul (Eppendorf 0032.007.724)
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2.1.3 Humanes myokardiales Probenmaterial

Das humane linksventrikulare myokardiale Gewebe wurde vom Deutschen
Herzzentrum (Prof. Regitz Zagrosek, Berlin) zur Verfligung gestellt. Es handelte sich
um explantierte Herzen von Patienten mit DCM im Endstadium (n=12) und bei den
Kontrollen um explantierte Herzen (n=11) ohne pathologische Ver&nderungen
(Morphologie und Histologie). Das Geschlecht der Personen war mannlich und das
Alter lag zwischen 40 und 65 Jahren.

Tabelle 1: Patientendaten der Proben der explantierten Herzen mit DCM. Alter: Alter
bei Transplantation; Diagnose: Diagnose erstellt vom Deutschen Herzzentrum; NYHA:
Klassifikation der Schwere der Herzkrankheit (s.u.); LVEF: linksventrikulére
Ejectionsfraktion; LVEDD: linksventrikul&rer enddiastolischer Durchmesser, FS: fractional
shortening; MW: Mittelwert; gesund: Ubliche Werte fur einen gesunden Menschen; n.v.: nicht

verfugbar; m: méannlich

ID Alter |Diagnose| Geschlecht| NYHA |LVEF [%]| LVEDD [mm} | FS [%]
1 49 DCM m 3 20 76 10
2 44 DCM m n.v. n.v. n.v. n.v.
3 45 DCM m 4 15 76 10
4 52 DCM m 3 22 66 10
5 53 DCM m n.v. n.v. n.v. n.v.
6 51 DCM m 3 n.v. 68 11
7 52 DCM m 3 15 77 7
8 47 DCM m 3 n.v. 55 24
9 47 DCM m n.v. n.v. n.v. n.v.
10 49 DCM m 4 n.v. 66 10
11 55 DCM m 3 25 82 9
12 44 DCM m 3 n.v. 71 7
MW 49.0 3.2 194 70.8 10.9
gesund 40-65 m >55 <56 >25

Einteilung des Schweregrades von Herzkrankheiten nach NYHA (urspriinglich von
der New York Heart Association veréffentlichtes Schema)™:

I. Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltagliche koérperliche Belastung
verursacht keine inadaquate Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina
pectoris

Il. Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der kdrperlichen Leistungsfahigkeit.
Keine Beschwerden in Ruhe. Alltagliche korperliche Belastung verursacht
Erschopfung, Rhythmusstorungen, Luftnot oder Angina pectoris

lll.  Herzerkrankung mit hoéhergradiger Einschrankung der  kérperlichen

Leistungsfahigkeit bei gewohnter Téatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe
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kérperliche Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder
Angina pectoris
IV. Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivitaten und in Ruhe.

Bettlagerigkeit

Humanen endomyokardiale Biopsien wurden vom Universitatsklinikum Lubeck (Prof.
Katus) und dem Virchow Klinikum (Prof. Osterziel, Berlin) zur Verfiigung gestellt.
Abgesehen von den diagnostizierten Herzphanotypen lagen keine weiteren Daten
vor.

Alle Untersuchungen folgten den Richtlinien der Deklaration von Helsinki.

2.2 RNA-Isolation und Amplifikation

2.2.1 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolation der RNA erfolgte mit TRIZOL®-Reagenz (GibcoBRL). 1ml TRIZOL®-
Reagenz pro maximal 50mg Gewebe wurden zum Zellaufschluf3 mit einem Polytron
PT 300 (Kinematika) eingesetzt. Nach einer Inkubation von 5min des
homogenisierten Ansatzes bei 15°C bis 30°C wurden 0,1ml Chloroform
hinzugegeben, das Eppendorf-Gefal? kraftig geschittelt und anschlie@end 2min bis
3min bei 15°C bis 30°C inkubiert. Zur Phasentrennung erfolgte eine Zentrifugation
mit 12.000g fur 15min bei 2°C bis 8°C. Die waldrige Phase wurde vorsichtig in ein
neues Eppendorf-Gefald tberfihrt und zur Fallung der RNA 0,25ml Isopropanol und
bei geringen RNA-Mengen 2ul Polyacrylamid (Molecular Research Center, Inc.)
hinzugegeben. Es folgte eine Zentrifugation mit 12.000g fir 10min bei 2°C bis 8°C.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 0,5ml 75% Ethanol
gewaschen. Die RNA wurde in RNase-freiem Wasser aufgenommen und

gegebenenfalls zur besseren Ldsung fur 10min bei 55°C bis 60°C erwarmt.

2.2.2 Uberprifung der RNA-Quialitat

Die Integritdt der isolierten oder amplifizierten RNA wurde mit einem 2100

Bioanalyzer (Agilent Technologies) Uberprift. Das Mel3prinzip des 2100 Bioanalyzers
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beruht auf einer elektrophoretischen Auftrennung nach Grof3e der RNA in einer
Kapillare ("lab on a chip") mit photometrischer Detektion. Zur Beurteilung der RNA-
Qualitat diente das Verhaltnis 28S/18S der rRNA-Banden und die sogenannte RNA
Integrity Number (RIN). In der RIN werden neben dem Verhaltnis 28S/18S der rRNA-
Banden weitere Qualitatsmerkmale wie Anomalien in der 5S Region oder der
Basislinie zusammengefal3t und sie kann Werte zwischen 0 und 10 annehmen (siehe
Abbildung 8)*°®'. Alle Messungen wurden mit dem RNA 6000 Nano Reagents &
Supplies Kit (Agilent Technologies 5065-4476) und der RNA 6000 Ladder (Ambion
7152) als Gr6RRen- und Konzentrationsstandard durchgefuhrt.

A 1288 B |
| -l | 288
188 | | 185
"I Kleine RNA's
| Kleine RNA's | i o
.-%-— _— = e —
= 0 = P =0 = P & % 6l 0 = £ = < 5 =0 5 @ & Bl

ANA Area: 348.4 RAN& Araa: 356.3
ANA Concentration: 561 ng/ul RN& Concantration: 419 nadpl
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FINA Integrity Number [RIN} 100 (8.0202) RANA Integrity Mumber [RINE 39 [B.0202)

Abbildung 5: Elektropherogramme zweier unterschiedlicher RNA Populationen. Die
RNA-Qualitat wird charakterisiert durch das 285/18S rRNA Ratio, welches idealerweise bei
~2.0 liegt, und einer "RNA Integrity Number" (RIN), welche idealerweise bei 10.0 liegt (A).
Beginnende Degradation der RNA flihrt zu einer Abnahme des 28S/18S Ratios bzw. nicht
mehr sinnvollen Werten und kleineren RIN (B).

2.2.3 Lineare Amplifikation von mRNA-Populationen

Erste Runde der Amplifikation

Erststrangsynthese

Zu 4,5ul Gesamt-RNA (Menge je nach Anzahl der Runden der Amplifikation) der in
RNase-freiem Wasser wurden 0,5ul OligoT7-dTg-VN-Primer (0,25ug/ul; Sequenz:

33



5-TCT AGT CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG
GCG(dT),s-V(AGC)N(AGCT)-3’) gegeben und fur 10min auf 70°C erhitzt.

Der Ansatz wurde anschliel3end kurz auf Eis gekihlt, danach wieder auf RT erwarmt

und folgende Komponenten zugeben:

2ul 5 x Erststrang-Puffer (Invitrogen 18080-85)
1yl DTT (100mM; Invitrogen 18080-85)
1l dNTPs (je 2,5mM)
0,5ul Ribonuclease Inhibitor (35U/ul; Fermentas E00311)
0,5ul Superscript Il RT (200U/ul; Invitrogen 18080-85)
> 10ul

Die Reaktion erfolgte bei einer Inkubation bei RT fiir 5min und dann bei 42°C fur 1h.

Zweitstrangsynthese

Zu der Erststrangreaktion wurden auf Eis folgende Komponenten hinzugegeben:

45,54l RNase-freies Wasser
15ul 5 x Zweitstrang-Puffer (GibcoBRL 10812-014)
1,5ul dNTPs (je 2,5mM)
0,5ul E. coli DNA Ligase (10U/ul; GibcoBRL 18052-019)
0,5ul RNase H (2U/ul; GibcoBRL 18021-071)
2ul E. coli DNA-Polymerase | (10U/ul; GibcoBRL 18010-017)
> 75ul

Die Reaktion erfolgte bei einer Inkubation von 16°C fir 2h. Anschlie3end wurden zu
dem Ansatz 75ul RNase-freies Wasser gegeben und es folgten eine
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25 : 24 : 1 Vol.; Roth A156.1)-Extraktion (150ul)
und eine Chloroform-Extraktion (150ul). Die Fallung geschah durch Zugabe von 1l
Polyacrylamid (Molecular Research Center PC152), 10ul 7,5M Ammoniumacetat
(Merck 1.01116) und 375ul auf —20°C gekihltem Ethanol. Nach Zentrifugation mit
14.000g fur 20min bei 4°C wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und in 4l

RNase-freiem Wasser resuspendiert.
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In Vitro-Transkription

Die in vitro-Transkription wurde mit dem T7-Megascribe Kit (Ambion 1334)
durchgefuhrt. Zu den 4ul der Zweitstrangsynthese wurden die folgenden auf RT

erwarmten Komponenten gegeben:

1l 10 x Transkriptions-Puffer
1l 75 mM ATP
1ul 75 mM CTP
1l 75 mM GTP
1l 75 mM UTP
1l Enzyme Mix
>10ul

Der Ansatz wurde Uber Nacht (mindestens 6h) bei 37°C inkubiert, anschlie3end mit
130ul RNase-freiem Wasser aufgefullt und eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25 : 24 :1)-Extraktion durchgefuhrt. Aus der in ein neues Eppendorf-Gefaf}
Uberfuhrten wassrigen Phase wurde mit 150ul Chloroform extrahiert. Zur Fallung der
amplifizierten RNA (aRNA) wurde zu der in ein neues Eppendorf-Gefald tberfihrten
wassrigen Phase 10ul 7,5M Ammoniumacetat gegeben, auf einem Vortex
geschuttelt, auf —20°C vorgekuhlter Ethanol zugegeben und nach Durchmischen
unverziglich mit 14.000g fir 20min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1ml

75% Ethanol gewaschen und dann in 10ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.

Zweite Runde der Amplifikation

Erststrangsynthese

Zu 45ul aRNA der ersten Runde der Amplifikation wurden 0,5ul beliebige
Hexanukleotide (1ug/ul, MWG Biotech) gegeben und fur 10min auf 70°C erhitzt. Der
Ansatz wurde anschlielend kurz auf Eis gekihlt, danach wieder auf RT erwarmt und

folgende Komponenten zugegeben:
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2ul 5 x Erststrang-Puffer (Invitrogen 18080-85)

1yl DTT (100mM; Invitrogen 18080-85)
1l dNTPs (je 2,5 mM)
0,5ul Ribonuclease Inhibitor (35U/ul; Fermentas E00311)
0,5ul Superscript Il RT (200U/ul; Invitrogen 18080-85)
> 10ul

Die Reaktion erfolgte bei einer Inkubation bei RT fur 5min und anschlieBend bei
42°C fur 1h. Danach wurden 0,5ul RNase H hinzugefligt und fur 30min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde anschlie3end durch Erwarmung auf 95°C fur 2min
abgebrochen und der Ansatz kurz auf Eis gekuhlt.

Zweitstrangsynthese

Zu der Erststrangreaktion wurden 1ul OligoT7-dT2s-VN-Primer hinzugegeben, fur
5min auf 70°C und dann fir 10min auf 42°C erwarmt. Anschlielend wurde der
Ansatz auf Eis gekuhlt. Folgende Komponenten wurden zur Zweitstrangsynthese
hinzugegeben:

44l RNase-freies Wasser
15ul 5 x Zweitstrang-Puffer (GibcoBRL 10812-014)
1,5ul dNTPs (je 2,5mM)
0,5ul E. coli DNA Ligase (10U/ul; GibcoBRL 18052-019)
0,5ul RNase H (2U/ul; GibcoBRL 18021-071)
2ul E. coli DNA-Polymerase | (10U/ul; GibcoBRL 18010-017)
X 75ul

Die Reaktion erfolgte wéahrend einer Inkubation bei 16°C fir 2h. Anschliel3end
wurden zu dem Ansatz 75ul RNase-freies Wasser gegeben und es folgte eine
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25 : 24 : 1 Vol.; Roth A156.1)-Extraktion (150ul)
und eine Chloroform-Extraktion (150ul). Die Fallung geschah durch Zugabe von 1l
Polyacrylamid, 10ul 7,5M Ammoniumacetat und 375ul auf —20°C gekuhltem Ethanol.
Nach Zentrifugation mit 14.000g fir 20min bei 4°C wurde das Pellet mit 70% Ethanol

gewaschen und in 4ul RNase-freiem Wasser resuspendiert.
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In Vitro-Transkription

Die in vitro-Transkription wurde mit dem T7-Megascribe Kit (Ambion 1334)
durchgefuhrt. Zu den 4ul der Zweitstrangsynthese wurden die folgenden auf RT

erwarmten Komponenten gegeben:

1l 10 x Transkriptions-Puffer
1l 75 mM ATP
1ul 75 mM CTP
1l 75 mM GTP
1ul 75 mM UTP
1l Enzyme Mix
>10ul

Der Ansatz wurde Uber Nacht (mindestens 6h) bei 37°C inkubiert, mit 130ul RNase-
freiem Wasser aufgefillt und anschlieRend eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25 : 24 :1)-Extraktion durchgefuhrt. Aus der in ein neues Eppendorf-Gefaf}
Uberfihrten wassrigen Phase wurde dann mit 150ul Chloroform extrahiert. Zur
Fallung der RNA wurde zu der in ein neues Eppendorf-Gefald tberfihrten wassrigen
Phase 10ul 7,5M Ammoniumacetat zugegeben, auf einem Vortex geschiittelt, auf -
20°C temperierter Ethanol zugegeben und nach Durchmischen unverziglich mit
14.000g fir 20min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1ml 75% Ethanol
gewaschen und dann in 10ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.

Weitere Runden der Amplifikation sind maoglich. Die Kontrolle der RNA-Qualitat
erfolgte mit einem Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) unter Verwendung des
RNA 6000 Reagents & Supplies Kit (Agilent Technologies, siehe 3.2.2).

2.3 Generierung eines radioaktiven PCR-Produkts

Eine praparative PCR zur Herstellung eines radioaktiv markierten PCR-Produkts
ausgehend von dem Arabidopsis-Klon T04358.1 (Fragmentgrof3e 1.3kb) wurde in

einem Peltier Thermal Cycler (MJ Research) durchgefuhrt.
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Zusammensetzung der PCR-Reaktion:

1ul T04358.1 Plasmid (100ng/ul)
2ul Primer T7 (200ng/ul)
2ul Primer Sp6 (200ng/ul)
xul dCTP (2mM; Amersham Biosciences 272050)
1yl dATP (2mM; Amersham Biosciences 272050)
1yl dGTP (2mM; Amersham Biosciences 272050)
1l dTTP (2mM; Amersham Biosciences 272050)
ypl a-**P dCTP (5mCi/ml oder mehr als 3000Ci/mmol; ca. 4uM;
Amersham Pharmacia Biotech AH 9905)
2,5ul PCR-Puffer (Eppendorf 0032.007.724)
1,0ul Tag-Polymerase 5U/ul (Eppendorf 0032.007.724)
¥ 25ul

Nach Durchfihrung der PCR (94°C 2min; 30 Zyklen (94°C 15s; 55°C 15s; 72°C
2min); 72°C 5min) erfolgte die Aufreinigung des PCR-Produkts mit einem QIAquick
PCR Purification Kit (Standardprotokoll) oder durch Féllung mit 2 Volumen Ethanol
(Merck 1.00986). Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und zudem die
eingebaute Radioaktivitdat mit einem Szintillationszahler (Flexi-Vial, Perkin Elmer)

vermessen.

2.4 cDNA-Makroarrays des Human Unigene Set Il

2.4.1 Array-Format

Makroarrays des Human Unigene Set Il vom Deutschen Ressourcenzentrum fir
Genomforschung GmbH (RZPD) bezogen. Die PCR-Produkte des Human Unigene
Set Il mit ca. 75.000 Klonen verteilten sich auf drei Makroarrays. Sie waren im
Duplikat auf Nylonmembranen gespottet und entsprechend der 384-iger Platten der
Bakterienkultur und der PCR wurde die Membran in sechs Felder aufgeteilt, in denen
sich jeweils 384 Blocke, bestehend aus 5 x 5 Spots, befanden. Jeder Block setzte
sich aus 11 als Duplikat gespotteten Klonen des Humann Unigene Sets Il und drei

leeren Spots zur Berechnung der lokalen Hintergrundsignalintensitdt zusammen
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(siehe Abbildung A im Appendix 9.1). Fur die Hybridisierungen beider Array-Formate
wurde eine "Ein-Farben"-Technologie basierend auf **P-markierter cDNA genutzt.

Folgend entstand als Ergebnis der Hybridisierung eine absolute Signalintensitat.

2.4.2 Komplexe Hybridisierungen mit cONA-Makroarrays

Prahybridisierung

Die Nylonmembranen wurde vorsichtig ohne zu Uberlappen in eine zylindrische
Glasflasche (Innendurchmesser 7cm) mit 20ml auf 65°C temperierten
Hybridisierungpuffer (1M NaCl; 1% SDS; 10mM Tris-HCL pH 7,5) mit den
immobilisierten PCR-Produkten auf der Innenseite liegend eingebracht und fur
mindestens 1h bei 65°C in einem Hybridisierungsofen (Appligene) mit 6

Umdrehungen pro Minute inkubiert.

Markierung der Sonde

Das Flussigkeitsvolumen, in dem sich die RNA befand, wurde mit RNase-freiem
Wasser auf 8ul aufgefullt, bei Gesamt-RNA 2ul OligodT ,.15-Primer (0,5ug/ul;
Amersham Pharmacia Biotech 27-7610-01) und bei aRNA 2ul beliebige
Hexanukleotide (1ug/ul; MWG Biotech) zugegeben und der Ansatz fir 10min bei
70°C inkubiert.

Zur Markierung wurden folgende Komponenten hinzugegeben:

5ul 5 x AMV-Puffer (Roche 109118)
1,25ul dNTPs (10mM dATP, 10mM dGTP, 10mM dTTP; Amersham
Biosciences 272050)
1,0ul dCTP (12,5uM)
0,12yl RNase-freies Wasser
0,63ul RNase-Inhibitor (35U/ul; Fermentas E00311)
5,0ul a->*P dCTP (5mCi/ml oder mehr als 3000Ci/mmol; Amersham
Pharmacia Biotech AH 9905)
2,0ul reverse Transkriptase AMV (24U/ul; Roche 109118)
>25ul
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Der Ansatz wurde mit folgendem Temperaturprogramm in einem Thermo-Cycler (MJ
Research PT-100) inkubiert:

30°C fur 10min

42°C fur 40min

51°C fur 10min

Die Sonde wurde mit G50-Saulen (Amersham Pharmacia Biotech 275335-01)
aufgereinigt und anschlieRend der Einbau der radioaktiven Nukleotide mit einem
Geigerzahler (Berthold LB 1210B) uberprdift.

Hybridisierung

Der Hybridisierungspuffer der Prahybridisierung wurde entfernt und 15ml frischer auf
65°C temperierter Hybridisierungspuffer in die zylindrischen Glasflaschen eingefiillt.
Die radioaktive Sonde, 500ug genomische Lachs-DNA (Amersham 27-4565) und
1ug gescherte genomische DNA wurden fur 10min bei 95°C denaturiert (Eppendorf
Thermomixer compact) und zu dem Hybridisierungspuffer gegeben. Die
Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei 65°C und 6 Umdrehungen pro Minute. Am
nachsten Tag wurden die cDNA-Makroarrays dreimal mit 300ml Waschlésung (0,1%
SDS; 0,1 SSC) in Plastik-Boxen bei 65°C auf einem Schittler (WTB Binder)
gewaschen und danach auf einer Plastikscheibe in FiltergroRe in Saran-Folie (Dow
Chemical) verpackt.

2.5 Humaner kardialer Themenarray

2.5.1 Array-Format

Auf dem herzspezifischen cDNA-Mikroarray befanden sich ~11.300 aufgereinigte
PCR-Produkte ausgewahlter Klone (siehe 3.1.3) des Human Unigene Set Il
(http://www.rzpd.de), gespottet im Duplikat (zwei identische Felder) auf Telechem
Superamine SMM Arrays. Fur die Hybridisierungen wurde eine "Zwei-Farben"-
Technologie basierend auf Cyanin-3- bzw. Cyanin-5 markierten cDNA-Sonden
genutzt. Folgend entstand als Ergebnis der Hybridisierung (nach Normalisierung) das

Ratio zweier Signalintensitaten.
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2.5.2 cDNA-Mikroarray Herstellung

Ausgehend von der ~11.300 Klone umfassenden cDNA Bank des auf dem Human
Unigene Set Il basierenden herzspezifischen Gensatzes wurden PCR-Produkte
generiert und nach Aufreinigung fur die Herstellung der Mikroarrays eingesetzt. Die
PCR wurde in 384-iger PCR-Platten (ABGene AB-0820) durchgeflihrt; als template
diente ein Aliquot Uberflihrter Bakterienkultur bzw. das darin enthaltene Plasmid
(QRep, 384 Pin PP thin/short; Genetix X5050). Aufgrund der Zusammensetzung der
cDNA-Bank mit unterschiedlichen Vektoren wurden zwei unterschiedliche Paare von
Primern fur die PCR-Amplifikation eingesetzt.

Zusammensetzung der PCR-Reaktion (cDNA Bank Teil 1):

2,5ul 10 x HTP-PCR-Puffer
0.05pl 100mM dNTPs (Amersham Biosciences 272050)
0,02ul Primer M13 forward 0,2pmol/ul
0,02ul Primer M13 reverse 0,2pmol/ul
7,5ul 5M Betaine (Sigma Aldrich BO300)
14,7ul H,O
0,2ul Tag-Polymerase + Pfu-Polymerase (100 : 1) 10U/ul (MPI-MG)
>~25ul

Primer M13 forward: 5°-GCT ATT ACG CCA GCT GGC GAA AGG GGG ATG TG-3°
Primer M13 reverse: 5-CCC CAG GCT TTACAC TTT ATG CTT CCG GCT CG-3

Zusammensetzung der PCR-Reaktion (cDNA Bank Teil 2):

2,5ul 10 x HTP-PCR-Puffer
0.05pl 100mM dNTPs (Amersham Biosciences 272050)
0,009l Primer M13u 0,2pmol/ul
0,009ul Primer M13r 0,2pmol/ul
7,5ul 5M Betaine (Sigma Aldrich BO300)
14,7yl H,O
0,2ul Tag-Polymerase + Pfu-Polymerase (100 : 1) 10U/ul (MPI-MG)
>~25ul
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Primer For23: 5°-CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3°
Primer Rev30: 5°-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC-3°

Die Qualitatskontrolle der PCR-Amplifikation der cDNA-Bank erfolgte durch
Gelelektrophorese (siehe Abbildung B, Appendix 9.1). Zur Aufreinigung der PCR-
Produkte wurden MultiScreenTM384-PCR Plates (Millipore S384 PCR 50)
eingesetzt. Alle Pipettierschritte erfolgten mit einem "Hydra"-Pipettierroboter
(Robbins Scientific). Die 25ul PCR-Reaktionsvolumen wurden in MultiScreenTM384-
PCR Plates Uberfuhrt und die Flussigkeit durch Anlegen eines Unterdruckes mittels
Vakuumpumpe (Leybold-Heraeus "minni") abgesogen. Zum Aufnehmen des PCR-
Produkts wurden jeweils 100ul Millipore- Wasser auf die Membranen gegeben, mit
dem "Hydra" Pipettierroboter wurde zehnmal ein Volumen von 80ul aufgenommen
und wieder abgegeben, die Platten wurden anschlieBend fur 1h bei 400rpm
geschittelt (C. Gerhardt), mit dem "Hydra"-Pipettierroboter wurde erneut zehnmal ein
Volumen von 80ul aufgenommen und wieder abgegeben und abschlieRend das in
Losung befindliche PCR-Produkt in Platten zum Spotting Uberfihrt (384 U
well/covers IND WRAP, Genetix X6000). In diesen wurde das Volumen vollstéandig
eingeengt (Speed Vac Plus SC210A, Savant) und das PCR-Produkt in 15ul Spotting-
Puffer (Micro Spotting Solution Plus, Telechem International MSP) aufgenommen.
Hierzu wurde ein Volumen von 10ul zwanzigmal mit dem "Hydra"-Pipettierroboter
aufgenommen und die Platten fir 1h bei 400rpm geschiittelt (C. Gerhardt). Die nun
fur das Spotting fertigen Platten wurden bei -20°C gelagert.

Das Spotting der cDNA-Mikroarrays erfolgte in Kollaboration mit dem Deutschen
Ressourcenzentrum fir Genomforschung GmbH (Florian Wagner, RZPD) mit einem
Virtek ChipWriter (Virtek) auf Telechem Superamine Slides (Telechem International
SMM), wobei die aufgereinigten PCR-Produkte in Micro Spotting Solution Plus
(Telechem International MSP) vorlagen. Nach dem Spotting wurden die Arrays tber
Nacht bei 50% relativer Luftfeuchtigkeit und 22°C getrocknet. Am folgenden Tag
wurden die Arrays Uber einem erwarmten Wasserbad rehydriert und anschlieRend
fur 5sec bei 100°C auf einer Heizplatte getrocknet. Die PCR-Produkte wurden bei
120mJ/cm? in einem Stratalinker® UV Crosslinker (Stratagene) immobilisiert.
Folgend wurden die Arrays zweimal fur 5min mit 0,1% SDS bei Raumtemperatur und
100rpm auf einem Orbitalschittler (Heidolph) gewaschen. Die noch freien Amino-
Gruppen der Array-Oberflache wurden mit SuperAmine Blockierungslésung durch

Schitteln fir 20min bei 25°C und 100rpm auf einem Orbitalschittler abgesattigt,
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wobei zu Beginn 30sec heftig per Hand geschuttelt wurde. AnschlieRend wurden die
Arrays funfmal mit H,O (Millipore) fir 1min bei Raumtemperatur und 130rpm auf
einem Orbitalschittler gewaschen. Die Arrays wurden mit Druckluft (CRC Industries)
gereinigt, fur 10sec auf einer Heizplatte bei 95°C - 100°C denaturiert und

anschliel3end bis zur Hybridisierung bei 4°C in einem Exsikkator gelagert.

2.5.3 Oligonukleotid-Hybridisierung zur Uberprifung der cDNA-Mikroarray
Qualitat

Mit Cyanin-3 markierte beliebige 15-mer Nukleotide (300 picomol, MWG Biotech)
wurden fur 5min bei 60°C erwarmt, anschlieBend kurz auf Eis gekuhlt und dann in
einem der Array-GroRe entsprechenden Volumen (50ul-100ul) SSARC-Puffer
aufgenommen. Das Array und das Deckglaschen (Roth) wurden mit Druckluft (CRC
Industries) gereinigt und die Hybridisierungslésung auf das Array gegeben. Nach
dem vorsichtigen Auflegen des Deckglaschens wurde das Array in eine
Hybridisierungskammer  (Scienion) mit 4 x 25ul SSARC-Puffer als
Verdunstungsschutz gelegt und fur 16h bei Raumtemperatur im Dunkeln hybridisiert.
Nach der Hybridisierung wurde fur 2 x 15min mit SSARC-Puffer, fir 5min mit 0,2 x
SSC-Puffer und fir 5min mit 0,1 x SSC-Puffer jeweils bei Raumtemperatur in einer
Farbekivette auf einem Magnetriihrer (Heidolph) gewaschen. AnschlieRend wurde
das Array durch Zentrifugation bei 2.000rpm fir 5min in einem 50ml Falcon
Roéhrchen getrocknet (Centrifuge 5810 R, Eppendorf).

2.5.4 Komplexe Hybridisierungen mit cONA-Mikroarrays

Alle cDNA-Mikroarrays (Agilent und selbst hergestellte) wurden nach einem
modifizierten Protokoll von Pat Brown (Stanford University,
http://cmgm.stanford.edu/pbrown/protocols/index.html) hybridisiert. Ausgehend von
RNA wurde Uber reverse Transkription in Anwesenheit von Cyanin-3- oder Cyanin-5
markierten Nukleotiden cDNA generiert, aufgereinigt und fur die Hybridisierungen
eingesetzt. Alle Schritte, in denen Cyanin-Farbstoffe enthalten waren, wurden
aufgrund deren Lichtempfindlichkeit so weit wie mdglich unter Lichtschutz bzw. im

Dunkeln durchgefuhrt.
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Zum Annealing wurden 2ug aRNA oder 50-100ug Gesamt-RNA mit 4ug beliebigen
Hexameren bzw. Oligo-dTg-Primer in einem Volumen von 15,4ul far 10min bei

65°C inkubiert und anschliel3end auf Eis gekunhlt.

Zu diesem Ansatz wurden folgende Komponenten hinzugegeben:

6,0ul 5 x Erststrang-Puffer (Invitrogen 18080-85)
3,0ul 0,1M DTT (Invitrogen 18080-85)
0,6u unmarkierte dNTPs (Amersham Biosciences 272050)
3,0ul Cyanin-3 oder Cyanin-5 dCTP (Amersham Biosciences PA53021 bzw.
PA55021)
2,0ul Superscript Il (200 U/ul, Invitrogen 18080-85)
$14,6ul

unmarkierte Nukleotide (Amersham Biosciences 272050):

25l dATP (100mM)
10l dCTP (100mM)
25l dGTP (100mM)
25l dTTP (100mM)
15ul H,O

>100ul

Der Reaktionsansatz wurde fir 1h bei 42°C inkubiert und dann zur Erhéhung der
Effizienz der reversen Transkription 1ul Superscript Il (200 U/ul, Invitrogen 18080-
85) zugegeben und erneut 1h bei 42°C inkubiert. Zum Abbruch der Reaktion und
Degradation der RNA wurden 15ul 0,1N NaOH und 2mM EDTA zugegeben und bei
Gesamt-RNA als Startmaterial fur 30min bei 65°C inkubiert bzw. bei aRNA als
Startmaterial fur 10min bei 65°C inkubiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe
von 15ul 0,IN HCI. Zur Aufreinigung der markierten cDNA wurden die
Reaktionsansatze zweier auf einem Array zu hybridisierenden Sonden zu 380ul TE-
Puffer (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA) in einer Microcon YM-30 Saule (Millipore 42411)
gegeben und fur ca. 12min bei 14.000g zentrifugiert. Der Durchflul3 wurde entfernt,
450ul TE-Puffer auf die Saule gegeben und fir 12min bei 14.000g zentrifugiert. Der
Durchflul3 wurde entfernt, 450ul TE-Puffer mit 20png Cot-1 DNA (Invitrogen 18440-
016 bzw. 15279-011) und 20ug polyA-RNA (Sigma P-9403) auf die Saule gegeben
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und fir 12min bei 14.000g zentrifugiert. Die markierte cDNA sollte in dem geringen
verbliebenen Flussigkeitsvolumen als purpurner Belag auf dem Molekularsieb
sichtbar sein. Das Flussigkeitsvolumen sollte weitestgehend reduziert worden, das
Molekularsieb aber nicht trockengefallen sein. Die invertierte Sdule wurde in ein
neues GefalR Uberfuhrt und fir 1min bei 14.000g zentrifugiert. Zur Erhéhung der
Ausbeute wurde das Molekularsieb erneut invertiert, mit 50ul H,O fur 2min inkubiert
und anschlielBend die invertierte S&ule fir 1min bei 14.000g zentrifugiert. Die Sonde
wurde durch Vakuum-Zentrifugation (Concentrator 5301, Eppendorf) aufkonzentriert
und einem der Array-Grol3e entsprechendem Volumen DIG Easy Hyb-Puffer (Roche
1796895) aufgenommen. Die Hybridisierungslésung wurde fur 2min bei 99°C
(Thermomixer comfort, Eppendorf) inkubiert und anschlieend fir 20min beil4.000g
zentrifugiert. Das Array und die Hybridisierungskammer wurden fir mindestens 1h
bei 42°C temperiert, das Array mit Druckluft (CRC Industries) gereinigt und die
Hybridisierungskammer (Scienion) in den daflir vorgesehenen Vertiefungen mit 4 x
25 ul DIG Easy Hyb-Puffer (Roche 1796895) als Verdunstungsschutz versehen. Die
Hybridisierungslésung wurde zlgig auf das Array pipettiert und ein der Array-GroR3e
entsprechendes zuvor mit Druckluft (CRC Industries) gereinigtes Deckglachen
(Roth) aufgelegt. Nach VerschlieBen der Hybridisierungskammer wurde im
Wasserbad tber Nacht bei 42°C hybridisiert.

Am folgenden Tag wurde die Hybridisierungskammer dem Wasserbad entnommen
und getrocknet, das Array vorsichtig aus der Kammer herausgenommen und in ein
GefalR mit Waschpuffer 1 gegeben. Nach selbststandigem Ablésen des
Deckglaschens wurde entsprechend des Waschprotokolls (s.u.) das Array in einer
Farbekuvette auf einem Magnetriuhrer (Heidolph) gewaschen. Alle Waschpuffer
waren auf 35°C temperiert.

Waschprotokoll:

10min Waschpuffer 1: 2 x SSC; 0,03% SDS
5min Waschpuffer 2: 2 x SSC

5min  Waschpuffer 3: 1 x SSC

2min  Waschpuffer 4: 0,2 x SSC

Nach dem letzten Waschschritt wurde das Array zum Trocknen in ein 50ml Falcon

Roéhrchen gegeben und fur 5min bei 2.000rpm zentrifugiert (Centrifuge 5810 R,

Eppendorf). Das getrocknete Array wurde lichtgeschitzt verwahrt und so schnell wie
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maoglich eingescannt (Agilent Microarray scanner G2565BA oder Affymetrix 428

Array Scanner).

2.6 Affymetrix Gene Chip Mouse Genome 430A Mikroarray

2.6.1 Array-Format

Das Gene Chip Mouse Expression Set 430 besteht aus zwei Arrays: 430A und 430B.
Auf diesen beiden Arrays befinden sich mehr als 45.000 Probensétze, die ~34.000
Gene reprasentieren. Auf dem 430A Array befinden sich tendenziell mehr annotierte
und charakterisierte Gene, wohingegen auf dem 430B Array Uberwiegend ESTs zu
finden sind.

Dementsprechend wurde im Rahmen dieser Arbeit nur das 430A Array eingesetzt.
Auf diesem Gene Chip Mouse Genome 430A Array reprasentierten elf durch
lichtgerichtete in situ Synthese auf der Array Oberflache hergestellte Oligonukleotide
(~25mer) 22.600 Probensatze, die aufgrund von Redundanz ~14.000 Gene
darstellten. Zuséatzlich zu jedem sogenannten "match"-Oligonukleotid befand sich ein
"mismatch"-Oligonukleotid auf dem Array, bei dem das mittlere der 25 Nukleotide
ausgetauscht war. Diese Vielzahl an Oligonukleotiden und die "mismatch"-
Oligonukleotide zur Kontrolle der spezifischen Bindung waren aufgrund der geringen
Lange der Oligonukleotide erforderlich. Die elf Oligonukleotide befanden sich im C-
terminalen Bereich des jeweiligen Gens; dies war von Vorteil, da die
Sondenherstellung aufgrund des OligoT7-dT.4-Primers diese Region bevorzugte.
Das Verhdltnis der Signalintensitidten von 3'-gelegenen zu mehr 5°-gelegenen
Oligonukleotiden war zudem ein Qualitditsmafd fur die Integritat der eingesetzten
Sonde. Partiell degradierte RNA bzw. Sonde héatte zu einem starken Abfall der
Signalintensitaten von 3'- zu 5° gelegenen Oligonukleotiden gefiihrt und somit die
Unbrauchbarkeit der Ergebnisse angezeigt. Fiur die Hybridisierungen wurde eine
"Ein-Farben"-Technologie genutzt: In amplifizierte complementdre RNA (cRNA)
wurden biotinylierte Nukleotide eingebaut, die nach der Hybridisierung mit R-
Phycoerythrin-Streptavidin und biotinylierten Anti-Streptavidin Antikrpern angefarbt
wurden. Folgend entstand als Ergebnis der Hybridisierung eine absolute

Signalintensitat.

46



2.6.2 Oligo-Mikroarray Herstellung

Die eingesetzten Gene Chip Mouse Genome 430A Arrays wurden von Affymetrix
(Santa Clara) hergestellt.

2.6.3 Komplexe Hybridisierungen mit Affymetrix Gene Chip Mouse Genome
430A-Mikroarrays

Es wurde ein Amplifikations- und Markierungsprotokoll mit einer Amplifikationsrunde
eingesetzt. Zum Annealing wurden 1ug - 3pug Gesamt-RNA in H,O mit 100pmol
OligoT7-dT p4-Primer (Sequenz: 5-GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC ACT
ATA GGG AGG CGG (dT)-3’) in einem Volumen von 10ul fir 10min bei 70°C
inkubiert und anschlieBend auf Eis gekldhlt. Zu dem Ansatz wurden zur
Erststrangsynthese folgende Komponenten hinzugegeben:

4ul 5 x Erststrang-Puffer (Invitrogen 18080-85)

2ul 0,1M DTT (Invitrogen 18080-85)

1l dNTPs (je 10mM; Amersham Biosciences 272050)

1l RNase-Inhibitor (35U/ul; Fermentas E00311)

2ul Superscript Il (200U/ul; Invitrogen 18080-85)
>10ul

Der Ansatz wurde fir 90min bei 43°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde
der Ansatz fir 10min bei 72°C inkubiert und anschliel3end auf Eis gekinhlt. Folgende

Komponenten wurden fir die Zweitstrangsynthese hinzugegeben:

18ul cDNA der Erststrangsynthese

92ul H,O

30ul 5 x Zweitstrang-Puffer (GibcoBRL 10812-014)
3ul dNTPs (je 10mM; Amersham Biosciences 272050)
1l E. coli Ligase (10U/ul; GibcoBRL 18052-019)
4ul E. coli DNA Polymerase | (10U/ul;GibcoBRL18010-017)
2ul RNase H (2U/ul; GibcoBRL 18021-071)

%150yl
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Der Ansatz wurde fur 2h bei 16°C inkubiert, dann wurden 2ul T4 DNA-Polymerase
(Invitrogen 18005-017) hinzugegeben und fur weitere 20min bei 16°C inkubiert.
Durch Zugabe von 10ul 0,5M EDTA wurde die Reaktion abgebrochen. Die
Aufreinigung der doppelstrangigen DNA erfolgte durch
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25 : 24 :1; Sigma 15593-031)-Extraktion und
anschlielende Fallung mit Ammoniumacetat (Merck KGaA 1.01116.1000) und
Ethanol (Merck KGaA 1.00986.2500) bei -20°C fur 20min. Das getrocknete Pellet
wurde in 12ul RNase-freiem Wasser (GibcoBRL 10977-015) aufgenommen. Die
Synthese der Biotin-markierten cRNA wurde mit dem GeneChip IVT Labeling Kit
(Affymetrix 900449) durchgefiihrt. Die amplifizierte cRNA wurde mit dem RNeasy Kit
(Qiagen 74104) aufgereinigt. Die cRNA wurde fragmentiert (Affymetrix 900371) und
in ihrer Qualitat und Quantitat durch Messung in einem Bioanalyser (Agilent
Technologies) Uberprift. Die cRNA wurde in dem Hybridisierungspuffer (Affymetrix
900720) aufgenommen und mit einer finalen Konzentration von 0,05ug/ul fir 16h bei
45°C hybridisiert. Das Waschen der Arrays erfolgte in einer "GeneChip fluidics
station" (Affymetrix) ensprechend Affymetrix Protokoll EUKGE-WS2 (Waschpuffer 1.
0.9M NacCl, 0,06M NaH2PO4, 6mM EDTA, 0,01% Tween-20; Waschpuffer 2: 100mM
MES (2-N-Morpholinoethane-sulfonic acid, Sigma), 0,1M NacCl, 0,01% Tween-20) bei
50°C. Anschlielend wurden die Arrays mit einem Affymetrix GeneChip System

Confocal Scanner 3000 eingescannt.

2.7 Agilent Mouse cDNA-Mikroarray

2.7.1 Array-Format

Auf dem Mouse cDNA Array von Agilent Technologies befanden sich ~8.700 cDNA
Proben (gespottete PCR-Produkte) des Incyte Mouse Unigene Sets 1, welche
~8.500 nicht redundante Gene reprasentierten. Fir die Hybridisierungen wurde eine
"Zwei-Farben"-Technologie basierend auf Cyanin-3- bzw. Cyanin-5 markierten cDNA
Sonden genutzt. Folgend entstand als Ergebnis der Hybridisierung (nach

Normalisierung) das Ratio zweier Signalintensitaten.
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2.7.2 cDNA-Mikroarray Herstellung

Die eingesetzten Mouse cDNA Arrays wurden von Agilent Technologies (Palo Alto)

hergestellt.

2.7.3 Komplexe Hybridisierungen mit Agilent Mouse cDNA-Mikroarrays

Es wurde mit einem modifizierten Protokoll von Pat Brown (Stanford University,
http://cmgm.stanford.edu/pbrown/protocols/index.html) gearbeitet. Abweichend von
dem unter 2.5.4 beschriebenen Protokoll wurde die Hybridisierungslésung vor dem

Denaturieren mit 5ul Deposition Control Targets (Operon SP300) versetzt.

2.8 Auswertung und Statistik von Array-Daten

2.8.1 Bildauswertung radioaktiver cONA-Makroarrays

Die Bilderzeugung erfolgte mit einem Phosphorimager (Fujifim Bas-1800), den
dazugehorigen Phosphorscreens und Software. Die Filter wurden entsprechend der
Starke ihrer Strahlung im linearen Bereich der Screens exponiert und anschlie3end
die Screens mit einer Auflésung von 50um eingescannt. Die entstandenen
Ausgabeformate waren eine HST-, eine PCB- und eine IMG-Datei. Hierbei
beinhaltete die IMG-Datei die logarithmierten Pixelintensitaten und die PCB-Datei die
Scanner-Transfer-Funktion, nach der logarithmiert wurde. Durch die Logarithmierung
wurde eine Kompression der Pixelintensitaten erreicht, so dal3 bei einer visuellen
Darstellung auch geringe Intensitaten sichtbar wurden und der pro Pixel zur

Verfligung stehende Wertebereich (16bit) besser ausgenutzt wurde.

Die PCB-Datei und die IMG-Datei dienten als Eingangsformate fir das
Bildanalyseprogramm VisualGrid (GPC Biotech). Auf das Bild der logarithmierten
Pixelintensitadten wurde per Hand ein Raster gelegt, so dall die Spot-Positionen
innerhalb des Rasters mit denen des eingescannten Bildes weitestgehend
Ubereinstimmten. Die innerhalb eines Spots des Rasters gelegenen Pixelintensitaten

wurden ohne Gewichtung ihrer Position von der Software unter Berticksichtigung der
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Scanner-Transfer-Funktion delogarithmiert und aufsummiert, so dal3 als
Ausgabeformat des Bildanalyseprogrammes eine Textdatei mit allen Spot-
Intensitaten und ihren zugehdorigen Koordinaten erhalten wurde. Die erhaltenen Spot-
Koordinaten der Bildanalyse wurden mittels Perl-Skripten und einer LOG-Datei, die in

Folge des Spottingvorganges der Arrays erzeugt wurde, annotiert.

Die spezifische Signalintensitét eines Spots wurde berechnet, indem die Hintergrund-
Signalintensitat (Strahlung durch unspezifisch an die Filtermembranoberflache
gebundene Sonde und Umgebungsstrahlung) subtrahiert wurde. Hierzu wurde ein
Profil der Hintergrund-Intensitaten fur jeden Filter berechnet: Es wurden fur jeden
einzelnen Spot in einem definierten Umkreis (11 x 11 Spots) alle Intensitaten leerer
Spots, gewichtet nach ihrer Entfernung (Quadrat der reziproken Entfernung), zur
Berechnung eingesetzt.

Folgender Algorithmus diente zur Berechnung:
1

LRz "

IHb:_I_I_l_

—~R>

IHp: berechnete Hintergrundintensitét eines Spots
R: Entfernung der zur Berechnung eingesetzten Intensitat eines leeren Spots

I Intensitat des zur Berechnung eingesetzten leeren Spots

2.8.2 Bildauswertung der herzspezifischen cONA-Mikroarrays

Die von dem Affymetrix 428 Array Scanner erzeugten TIF-Dateien dienten als
Eingangsformat fir das Bildanalyseprogramm AIDA Image Analyser Version 3.20
(Raytest). Diese Software verflgte Uber einen variablen Algorithmus zum Auffinden
der Spot-Positionen, wobei manuell die Eckpunkte des Arrays und auch einzelner
Felder vorgegeben wurden bzw. verandert werden konnten. Parameter des
Algorithmus zum Auffinden der Spots, wie z.B. der Suchradius, wurden
gegebenenfalls angepaldt. Zur Annotation der Spots diente eine GAL-Datei, die in
Folge des Spottingvorganges der Arrays durch die Ansteuersoftware des Roboters
erzeugt wurde. Die Bestimmung eines lokalen Hintergundsignals erfolgte mit Hilfe

eines in einem definierten Abstand um jeden Spot gelegten Ringes.
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2.8.3 Bildauswertung der  Affymetrix Gene Chip Mouse Genome 430A

Mikroarrays

Die Bildauswertung erfolgte mit der Affymetrix GeneChip Operating Software
(GCOS). Diese Software falRte die jeweils elf Signalintensitaten der match-
Oligonukleotide eines Gens zu einem Signhal zusammen und berechnete mit Hilfe der

mismatch-Oligonukleotide die Spezifitdt der Bindung (statistische Signifikanz).

2.8.4 Bildauswertung der Agilent Mouse cDNA-Mikroarrays

Die von dem Agilent Microarray Scanner (G2565BA) erzeugten TIF-Dateien dienten
als Eingangsformat fur das Bildanalyseprogramm Feature Extraction Version 6.1.1
(Agilent Technologies). Diese Software verfigte Uber einen variablen Algorithmus
zum Auffinden der Spot-Positionen, wobei die an den vier Ecken des Arrays
gelegenen Spots der Deposition Control Targets (Operon SP300) die Orientierung
unterstitzten. Parameter des Algorithmus zum Auffinden der Spots wie z.B. der
Suchradius wurden gegebenenfalls angepalit. Zur Annotation der Spots diente eine
XML-Datei (Agilent Technologies). Die Bestimmung eines lokalen Hintergundsignals
erfolgte mit Hilfe eines in einem definierten Abstand um jeden Spot gelegten Ringes.

2.8.5 Normalisierung

Die Datenséatze aller verwendeten Plattformen (Agilent cDNA-Arrays, in-house cDNA
Arrays und radioaktive Makro-Arrays) bis auf Affymetrix wurden mit nichtlinearen
globalen Verfahren normalisiert. Bei Affymetrix-Datensatzen war ein nichtlineares
Verfahren nicht erforderlich, da aufgrund des hohen Grades an Standardisierung nur
minimale Unterschiede in den Signalintensitaten zu beobachten waren. Fur diese
Plattform wurde mittels eines Skalierungsfaktors (Affymetrix GeneChip Operating
Software, GCOS) auf eine globale Intensitat von 100 normalisiert. Bei den anderen
Plattformen ergab sich jeweils ein intensitatsabhéngiger Normalisierungsfaktor durch
Anwendung verschiedener Algorithmen (Lowess und lokale Median-Regression).
Dies war im Gegensatz zu anderen quantitativen MeRverfahren, wie z.B.
guantitativer RT-PCR, erforderlich, da das Verhaltnis der eingesetzten Mengen an

markieter Sonde sich nur in den Proben starker Signalintensitat widerspiegelte,

51



wohingegen bei schwachen Signalintensitaten im Hintergrundbereich praktisch keine
Unterschiede zu beobachten waren. Das Ergebnis der folgend dargestellten
verschiedenen nichtlinearen Normalisierungsverfahren bzw. der Skalierung mit
GCOS war bei geringen Unterschieden zwischen den Signalintensitdaten sehr
ahnlich, so dal3 kein einheitliches, sondern nur plattformspezifische und dort jeweils

etablierte Verfahren eingesetzt wurden.

Lowess (Locally Weighted Scatterplot Smoothing)

Diese Methode stellt eine Erweiterung einer lokalen polynomialen Regression oder
einfachen  Mittelwertberechnung dar. Lowess ist eine lokal gewichtete
Regressionsglattung mittels einer iterativen, gewichteten Methode der kleinsten
Quadrate zur Kurvenanpassung in einem zweidimensionalen Scatterplot ohne
Vorgabe eines speziellen Funktionstyps. In dem iterativen Verfahren wurden
mdogliche AusreiBer berlcksichtigt und folgend in der Berechnung der
Regressionsgerade untergewichtet, da diese sonst entgegen der tatsachlichen
Beziehung hatte verfalscht werden kénnen. In dem ersten Schritt wurde eine lokale
polynomiale Regression in einem definierten Fenster des Scatterplots durchgefiihrt,
die die Summe der Quadrate der gewichteten Fehler (Kernel Funktion) minimierte.
Mit den sich ergebenen Fehlern einzelner Datenpunkte wurden dann Gewichte
errechnet, wobei Datenpunkte mit kleineren Fehlern starker gewichtet wurden. In
einer solchen Gewichtsfunktion wird allgemein bei einem Fehler von 0 das Gewicht
gleich 1 und fallt mit steigendem Fehler ab. Im zweiten Durchgang der Iteration
wurde dann erneut die lokale Regression berechnet, wobei dann allerdings die
einzelnen Datenpunkte entsprechend ihrer vorher bestimmten Gewichte in einem
Fenster auf die resultierende Regressionsgerade einwirkten. Nach mehreren
Durchgangen der Iteration &nderten sich die resultierenden Gewichte kaum noch und
damit war die Regression abgeschlossen. Dieses Verfahren wurde fur Agilent Mouse
cDNA-Mikroarrays eingesetzt.

Lokale Median Regression

Zur Normalisierung der Daten zweier Arrays oder der zweier unterschiedlich
markierter Sonden eines Arrays wurden die Signalintensitdten entsprechend der
Summe ihrer Range sortiert. In einem laufenden Fenster wurde das Verhéltnis aus
dem Median der Signalintensitaten (+/- 50 Proben) der beiden Datensatze errechnet.

Dieses Verhéltnis bildete den intensitdtsabhé&ngigen Faktor zur Normalisierung der

52



Daten. Die Nutzung eines Medians an Stelle eines Mittelwertes verhinderte den
moglicherweise verfalschenden Einflull einzelner Datenpunkte auf den
Normalisierungsfaktor. Dieses Verfahren wurde fir radioaktive cDNA-Makroarrays
des Mouse Unigene Set | und des Human Unigene Set Il und fir fluoreszente

herzspezifische cDNA-Mikroarrays eingesetzt.

2.8.6 Differentielle Genexpression

Die Identifikation von statistisch signifikanter Deregulation eines Gens in einem
Array-Experiment ist mit zwei grundlegenden Problemen behaftet. Einer hohen
Anzahl an parallelen statistischen Tests (bis zu 50.000 bei genomweiten Arrays)
stehen eine haufig geringe Anzahl an biologischen wie technischen Replika (z.B. 2 x
4) gegeniber. Dieses sogenannte multi-testing-Problem fihrt in erster Linie bei
schwachen Signalintensitdten durch zufallige Variation dieser zu statistischer
Signifikanz und damit Falsch-Positiven. Herkémmliche Korrekturansatze wie die
Bonferroni Korrektur liefern aufgrund der sehr hohen Replika-Anzahl keine
befriedigenden Ergebnisse. In einem ersten Schritt wurden bei Affymetrix-
Datenséatzen zur Reduktion des keine Information enthaltenden
Hintergrundrauschens alle Proben ohne present call in einem der Zusténde entfernt.
Die folgend dargestellten statistischen Verfahren begegneten dem multi-testing-
Problem auf zwei unterschiedlichen Ebenen. In einem modifizierten t-Test wurden
die Dbeiden Standardabweichungen der beiden Verteilungen durch eine
intensitatsabhangige Standardabweichung ersetzt. Bei geringer Replika-Zahl kommt
es haufig zu "unsinnig" kleinen Standardabweichungen, die dann auch bei einem nur
geringen Unterschied zwischen den Mittelwerten der beiden Verteilungen zu
Signifikanz fuhren. Somit wurden potentiell Falsch-Positive direkt identifiziert, da die
intensitatsabhangige Standardabweichung gegebenenfalls weit groRer als die direkt
auf den Signalintensitaten einer Probe basierende ausfiel. Mit der "Significance
Analysis of Microarrays" (SAM, Tusher et al.) wurde hingegen basierend direkt auf

den Array-Daten aller Proben eine globale Falsch-Positiv-Rate abgeschatzt.

Modifizierter t-Test

Zur Analyse des Datensatzes wurde sowohl ein tblicher als auch ein modifizierter t-
Test eingesetzt; es wurde eine Normalverteilung der Signalintensitaten einer Probe

angenommen. In dem modifizierten t-Test wurden die beiden Standardabweichungen
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der Verteilungen durch intensitatsabhangige, nicht mehr direkt auf den MelRwerten
der Probe beruhende, Standardabweichungen ersetzt. Die diesem Ansatz
zugrundeliegende Annahme geht von einer intensitdtsabhangigen MeRRgenauigkeit
aus, die in der Standardabweichung ihren Ausdruck findet. Sowohl die technische als
auch die biologische Reproduzierbarkeit beeinflussen die Standardabweichung,
wobei natirlich nur die technische einen EinfluR auf die Intensitdtsabhangigkeit der
Standardabweichung hat. Zur Bestimmung der Intensitatsabh&ngigkeit wurden alle
Proben nach der Rangsumme ihrer Signalintensitaten sortiert und dann der Median
der Standardabweichung einer jeden Gruppe in einem Fenster von +/- 50 Proben
bestimmt. Diese intensitdtsabh&ngige Standardabweichung in Prozent der
Signalintensitat stieg mit abnehmender MelRgenauigkeit bei schwacher werdenden
Signalen und gestattete zudem die ldentifikation von gene tags, die eine zufallig
deutlich zu niedrige Standardabweichung aufwiesen (siehe Abbildung 6). Ein Gen
wurde somit bei statistischer Signifikanz in beiden t-Tests einer Probe als dereguliert

betrachtet.

500
STDEV [%]

Signal-Intensitiit
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Abbildung 6: MeRBgenauigkeit von Array-Signalintensitaten. Die Standardabweichung der
Signalintensitdten in Prozent der Signalintensitdt (STDEV [%]) einer Probe mehrerer
Hybridisierungen (flnf biologische und technische Replika, Sonden von MLP knockout
Maéusen hybridisiert auf Arrays des Mouse Unigene Set 1) steigt mit fallender Signalintensitat
an. STDEV [%] ist somit ein MaR fiir die intensitatsabhéngige MelRgenauigkeit. Auffallend ist
die starke Streuung von STDEV [%] insbesondere bei geringen Signalintensitaten; dies

impliziert eine potentiell hohe Falsch-Positiv-Rate fir diese Proben.
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Permutationsbasierter Test

Bei der "Significance Analysis of Microarrays" (SAM, Tusher et al.) wurde durch den
Vergleich einer berechneten statistischen KenngréRe bei richtiger Zuordnung der
Signalintensitéaten zu den beiden zu analysierenden Zusténden (relative Differenz) im
Vergleich zur zufélligen/frei permutierten Zuordnung (erwartete Differenz) die
Signifikanz der Deregulation einer Probe bestimmt. Die relative Differenz d.(i) ergab

sich aus:
X, =X,
dr(l) _ iz il
S, +5S,
x;: Mittelwert einer Gruppe von Signalintensitaten
si: Summe der Standardabweichungen der beiden Gruppen

So: Korrekturwert zur Vermeidung zu kleiner s;

Die erwartete Differenz dg(i) ergab sich aus dem Mittelwert diverser d(i) bei frei
permutierter Gruppenzuordnung der Signalintensitaten. Bei &hnlicher Expression
eines Gens (i) in beiden zu vergleichenden Gruppen folgte d.(i) ~ de(i) und bei
differentieller Expression d,(i) # dg(i). Die frei wahlbare Differenz beider statistischer
KenngroRen Ad(i) = d«(i) - de(i) war also der Grenzwert fur die Definition der
signifikanten Deregulation eines Gens.

Die freie Permutation aller Signalintensitaten einer Probe lieferte unter Umstanden
zufallig Kombinationen, die diesen Grenzwert hétten uUberschreiten konnen. Dies
gestattete die Vorhersage einer Falsch-Positiv Rate (g-Wert), die mit steigendem
Ad(i) abnahm (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Bestimmung differentieller Genexpression durch permutationsbasierte
statistische Verfahren. Die relative Differenz d(i) bei richtiger Zuordnung der
Signalintensitaten der Proben beim Vergleich zweier Zustdnde ist gegen die erwartete
Differenz dg(i) bei frei permutierter Zuordnung der Signalintensitaten aufgetragen (vier
technische Replika, Sonden von Telmisartan-behandelten Adipozyten im Vergleich zu
unbehandelten Zellen hybridisiert auf Agilent Maus Olig-Mikroarrays G4121A). Ein
gewahlter Grenzwert fir +/- Ad(i) (schwarze Linien) definiert die deregulierten Proben. Bei
verstarkter Expression eines Gens ergibt sich d,(i) >> dg(i) (rote Punkte) und bei verminderter

Expression d,(i) << dg(i) (griine Punkte).

2.8.7 Hierarchisches Clustering

Eine Identifikation Ubergeordneter Expressionsmuster in einer Vielzahl an
unterschiedlichen Zustanden in einem Array-Experiment gestattete das sogenannte
Clustering. In einer Matrix aus Genexpressionsdaten in Form von logarithmierten
Ratios zu einer Kontrolle oder logarithmierten Ratios zum Mittelwert aller
Signalintensitaten einer Probe wurden Uber die Sonden und/oder Uber die Gene
Vektoren gebildet (siehe Abbildung 8). Diese Vektoren wurden dann unter
Anwendung unterschiedlicher Algorithmen nach Ahnlichkeit sortiert. Hierzu wurden
bei dem sogenannten hierarchischem Clustering alle Vektoren paarweise

miteinander verglichen und dabei z.B. mit einem euklidischen Abstand oder einem
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Pearsson- Korrelationskoeffizienten ein Ahnlichkeitswert jeweils fiir alle moglichen
Paare berechnet®. Fir die Paare mit hdchster Ahnlichkeit wurde ein resultierender
Vektor erzeugt und in den folgenden Runden der Berechnung der Ahnlichkeitswerte
wurden wieder alle Vektoren (einzelne wie resultierende) miteinander verglichen.
Dadurch entstand eine Baumstruktur, in der Proben mit einem &hnlichen

Expressionsmuster tber alle Arrays in einzelnen Subclustern zusammenfielen.
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Abbildung 8: Aufbau einer Matrix bestehend aus den Intensitdten der Proben einer
groRReren Anzahl an Arrays. Vektoren kdnnen sowohl uber die Spalten/Arrays als auch tber
die Zeilen/Proben gebildet werden. Diese Vektoren kdnnen dann fiir verschiedene statistische
Verfahren wie hierarchisches Clustering, k-means Clustering oder "self organizing maps"
(SOM) genutzt werden.

Ein solches Clustering sortierte also Vektoren nach relativer Ahnlichkeit innerhalb
des Datensatzes; daflir muf3ten diese sich aber keinesfalls ahnlich sein, da ein
Clustering keine Aussage uber die Signifikanz der Korrelation der Expressionsmuster
einzelner Gene liefert. Zur Durchfiihrung der Cluster-Analysen wurden Cluster und
Tree View (Eisen et al.), Genespring (Silicon Genetics) und GeneMaths (Applied

Maths) eingesetzt.
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2.8.8 Funktionelle Annotation von Gruppen von Genen mit DAVID

Zur ldentifikation von statistisch signifikant Uberreprasentierten gene ontology (GO)-
Kategorien in einem gegebenen Eingangsgensatz wurde DAVID (Database for

Annotation, Visualization, and Integrated Discovery)®*®

eingesetzt. Die Gene wurden
in drei baumartig strukturierte Annotationen bei den ubergeordeneten Themen
"Biologischer Prozef3", "Molekulare Funktion" und "Zellulares Kompartiment" auf
insgesamt funf Ebenen einsortiert (http://www.geneontology.org/). Die erhaltene
Anzahl an Genen fir eine bestimmte GO-Kategorie im Vergleich zur GréRe des
Eingangsdatensatzes wurde mit der entsprechenden Anzahl an Genen in der GO-
Kategorie des gesamten Genoms im Vergleich zur Gesamtgenzahl des Genoms
verglichen. Mit einem exakten Fisher Test (2x2 Kreuztabelle) wurde die statistische

Signifikanz berechnet.

2.8.9 Erstellen von Netzwerken von interagierenden Genen

Zur Identifikation von funktionellen Interaktionen von Genen in einem gegebenen
Eingangsgensatz wurde die "Ingenuity Pathways Analysis" Software eingesetzt
(http://lwww.ingenuity.com/). Funktionelle Interaktionen konnten z.B. direkte Protein-
Protein Interaktionen oder Induktion eines Gens durch ein anderes darstellen; sie
beruhten vollstandig auf Ergebnissen in Publikationen. Basierend auf diesen
funktionellen Interaktionen wurde Netzwerke erstellt und deren statistische
Signifikanz in Hinblick auf die GroRe des Eingangsdatensatzes und der Interaktionen
im gesamten Genom durch einen exakten Fisher Test (2x2 Kreuztabelle)
abgeschéatzt. Die Angabe dieser GroRe erfolgt als “score“ ein p-Wert von e’

entspricht einem “score”von 27.

2.8.10 Standardisierung und Veroffentlichung von Array-Datensatzen

Eine Vielzahl an unterschiedlichen statistischen Ansatzen zur Analyse von Array-
Datensatzen wurde im Laufe der letzten Jahre entwickelt, die teilweise zu
unterschiedlichen Ergebnissen bei der Analyse eines identischen Datensatzes
fuhren. Um trotzdem eine Standardardisierung und damit Vergleichbarkeit von Array

Experimenten zu erreichen, wurden in der Zusammenarbeit einer Vielzahl von
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Wissenschaftlern konkrete Richtlinien fur die Durchfiihrung von Array-Experimenten
aufgestellt. Diese sogenannten "Minimun information about a microarray experiment"
(MIAME)® Richtlinien zielen auf eine standadisierte Annotation des Experiments und

des biologischen Materials ab und gliedern sich wie folgt:

a. Experimentelles Design
Annotation der hybridisierten Arrays (technische und biologische Replika)
b. Array-Design
Annotation aller Elemente (z.B. der Oligonukleotide) eines Arrays
c. Sondencharakterisierung
Exakte Beschreibung des biologischen Materials und der eingesetzten Methoden
der RNA-/DNA-Isolation und Sondenmarkierung
d. Hybridisierung
Angabe der Hybridisierungsparameter (Puffer, Temperatur, Dauer, etc.)
e. Scannen und Bildanalyse
Angabe des Scanners und der Bildanalysesoftware
f. Normalisierung

Angabe des Algorithmus und gegebenfalls der Software

Verschiedene webbasierte Datenbanken wie "Gene Expression Omnibus" (GEO)
vom National Center for Biotechnology Information (NCBI) folgen diesen Richtlinien
und gestatten die uneingeschrankte Verfugbarkeit von Array-Datensatzen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Diese beinhalten auch die unbearbeiteten
Signalintensitaten direkt aus der Bildanalyse, so dal3 jeder interessierte
Wissenschaftler diese Datensatze entsprechend seiner Fragestellung oder mit den

von ihm bevorzugten Algorithmen bearbeiten kann.

2.9 Quantitative RT-PCR

Die reverse Transkription (RT) wurde mit dem TagMan® Reverse Transcription
Reagents Kit (Applied Biosystems N808-0234) durchgefihrt. Entsprechend der
Ausgangsmenge an Gesamt-RNA wurde das Reaktionsvolumen dimensioniert;
folgende Angaben beziehen sich auf eine maximale Gesamt-RNA-Menge von 2ug

als Startmaterial fir die RT. Das hinzuzugebende Volumen an H,0 ergab sich aus
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38,5ul abzuglich des Volumens an Gesamt-RNA in H,0. Es wurden &quivalente

Mengen an beliebigen Hexameren und Oligo d(T)s-Primer eingesetzt.

Die Reaktion setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

xul H,0
yul Gesamt-RNA in H,0
10.0ul 10 x TagMan RT-Puffer
22.0ul MgCl, (jeweils 25mM)
20.0pl dNTPs (2,5mM)
5.0ul beliebige Hexamere und/oder oligo d(T)e-Primer (50uM)
2,0ul RNase Inhibitor (20U/ul)
2,5ul MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ul)
$100pl

Der Ansatz wurde mit folgendem Reaktionsprogramm in einem Thermo-Cycler (MJ
Research PT-100) inkubiert:

25°C fur 10min
48°C fur 40min
95°C fur 10min

Es wurden Verdinnungsreinen der cDNAs erstellt und ensprechend ihrer
Konzentration und der Expressionsniveaus der zu untersuchenden Gene angepasste
Mengen fir die quantitative RT-PCR eingesetzt. Um eine cDNA-spezifische und
damit eine der Fragestellung entsprechende quantitatve RT-PCR zu garantieren,
wurden Intron-Uberspannende Primer genutzt, die ein Amplikon der GréRe von ca.
100 Basenpaare generierten. Die Sequenzinformation fiir die einzelnen Gene wurde
der Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/) oder der Genbank-Datenbank
(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov/)
entnommen. Die Primer wurden mit der web-basierten Primer3 Software®* des
Whitehead Institute for Biomedical Research (http://frodo.wi.mit.edu/) identifiziert, die
Amplikongrof3e in einem Agarosegel Uberprift und zudem die Spezifitdt durch
virtuelle PCR kontrolliert (electronic PCR, National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Die PCR-Effizienz wurde mittels

Verdinnungsreihen der cDNA bestimmt (siehe Abbildung 9) und gegebenenfalls
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durch Variation der Annealing-Temperatur optimiert. Die Messungen erfolgten in
einem ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystem) und die
PCR wurde mit dem SYBR Green PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems
4309155) durchgefiihrt. Fir die Messungen wurden "MicroAmp™ Optical 96-Well
Reaction Plates" (Applied Biosystems 4306737) genutzt, die mit "MicroAmp™ Optical
Adhesive Films" (Applied Biosystems 4311971) verschlossen wurden. Ensprechend
der parallel in einer Platte laufenden Proben wurde soweit wie moglich beim
Ansetzen mit Master-Lésungen gearbeitet und zur Vermeidung von

Verdunstungseffekten die Platte auf Eis gekihlt. Eine einzelne Reaktion war wie folgt

zusammengesetzt:
10l cDNA
5ul RT-PCR Primer (jeweils 7,5pmol/ul forward und reverse Primer)
15ul SYBR Green (Applied Biosystems 4309155)
>30ul

Der Ansatz wurde mit folgendem Reaktionsprogramm in einem ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystem) inkubiert:

1. 95°C fur 10min
2. 40 Zyklen:

95°C flr 15s

58°C - 60°C fir 1min (je nach Primerpaar)
3. Dissoziationsgradient: 95°C - 60°C

Mit der ABI Prism 7000 SDS Software (Applied Biosystems) wurden die Ct-Werte
ausgelesen. Die Normalisierung des Datensatzes erfolgte mit zwei bis drei
Haushalts-Genen (hypoxanthin-phosphoribosyl-transferase (HPRT), glycerinaldehyd-
3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH), ribosomal protein PO (P0)), wobei bei
annahernd  100%-iger =~ PCR-Effizienz ~ (technische  Replika  immer in
Verdiinnungsreihen) die 2%“°;r Methode zur Berechnung der Ratios der
Genexpression genutzt wurde®®. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test

durchgefinhrt.
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Abbildung 9: Messung der PCR-Amplifikation des Gens ribosomal protein P0O. Es wurde
eine Verdlnngsreihe einer murinen cDNA (jeweils 1 zu 1) in vier Stufen eingesetzt. In dem
guantitativen Bereich der Messung (linearer Anstieg der Extinktion bei logarithmischer
Auftragung) erfolgte die Festlegung des Ct-Wertes (rote Linie). Entsprechend der jeweils
doppelten cDNA-Mengen wurde bei einer PCR-Effizienz von ~100% das gemessene ACt = 1

zwischen zwei Verdinnungsstufen.

2.10 Sequenzierung von Plasmiden nach der Kettenabbruchmethode

2.10.1 Plasmid-Préaparation

In einem 96er Deepwellblock (Promega) wurden 1,5ml 2 x YT Medium mit 200mg/ml
Ampicillin (sterilfiltriert, Sigma A2804) mit einem Klon beimpft und 16h bei 37°C und
260rpm (Wesbart) inkubiert. Nach einer Zentrifugation mit 4.000rpm (Eppendorf
Zentrifuge 5810R) fur 10min wurde der Uberstand entfernt, 80ul Puffer 1 (siehe 2.13)
zugegeben und auf einem Vortex bis zum Erreichen einer vollstandigen Suspension
geschuttelt. Dann wurden 80ul von Puffer 2 zugegeben, die Losung kurz durchmischt
und bis zu 5min inkubiert. Nach Zugabe von 80ul von Puffer 3 und kurzem
Durchmischen (Vortex) wurden 240ul des Lysats in Millipore-Filterplatten tberfiihrt,

diese auf eine 96-MTP Platte (Costar) in eine PE-Base gesetzt und mit 3.500rpm bis
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4.000rpm (Eppendorf Zentrifuge 5810R) fur 10min zentrifugiert. Das geklarte Lysat
wurde in Millipore- Glasfiberplatten tberflhrt, mit 3.500rpm bis 4.000rpm (Eppendorf
Zentrifuge 5810R) fur 5min zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Die Plasmide
wurden zweimal mit 200ul 80% Ethanol gewaschen (3.500rpm bis 4.000rpm; 5min;
Eppendorf centrifuge 5810R) und mit 70ul Tris-HCI pH 8,5 nach 2min bis 3min
Inkubation aus der Glasfiberplatte eluiert (Zentrifugation: 3000rpm; 5min-10min;
Eppendorf Zentrifuge 5810R).

2.10.2 Sequenzierungsreaktion

Die Inserts der Plasmide wurden vom 5- und vom 3-Ende ausgehend
ansequenziert. Zu 3ul Plasmid (25ng/ul) wurden 2ul Big Dye Terminator (PE Applied

Biosystems) und entsprechend des Plasmids 1ul Primer (5pmol/ul) gegeben.

Eingesetzte Primer und Reaktionsprogramme:

M13 forward: 5-CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3
96°C 3min; 25 Zyklen (96°C 10s; 55°C 5s; 70°C 4min); 70°C 8min; 20°C endlos

M13 reverse 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3
96°C 3min; 25 Zyklen (96°C 10s; 50°C 5s; 70°C 4min); 70°C 8min; 20°C endlos

T3 5-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3
96°C 3min; 25 Zyklen (96°C 10s; 48°C 5s; 70°C 4min); 70°C 8min; 20°C endlos

T7 5-TAATAC GAC TCA CTATAG GG-3

96°C 3min; 25 Zyklen (96°C 10s; 45°C 5s; 70°C 4min); 70°C 8min; 20°C endlos

2.10.3 Ethanolfallung und Bestimmung der Sequenz

Zu der Sequenzierungsreaktion wurden 60ul Ethanol (0°C) gegeben und der Ansatz
fur mindestens 10min eingefroren. Es folgte eine Zentrifugation bei 4.000rpm fir
60min und 4°C (Eppendorf Zentrifuge 5810R); der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet dreimal mit 120ul 70% Ethanol gewaschen (Zentrifugation: 4.000rpm, 20min,
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4°C, Eppendorf Zentrifuge 5810R). Das Pellet wurde in 3ul Sequenzierungs-
Auftragungspuffer aufgenommen und die Sequenz mit einem ABI 3700 Sequenzer
(PE Applied Biosystems) und der dazugehorigen Software bestimmt. Zur Annotation
der erhaltenen Sequenzen wurde BLAST genutzt (National Center for Biotechnology

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.11 Messung der Herzfunktion in der Maus

Alle Messungen der Herzfunktion in der Maus wurden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Paulus Kirchhof am Universitatsklinikum Minster
durchgefihrt.

Es wurden Gruppen untrainierter Tiere im Alter von 9-12 Wochen, 22-26 Wochen
und >42 Wochen sowie trainierte Tiere im Alter von 22-26 Wochen untersucht. Die
trainierten Tiere im Alter von 22-26 Wochen wurden einem 8-wochigem
Schwimmtraining unterzogen. Hierbei wurde die Trainingsdauer von 5min auf 1,5h
pro Tag Uber den gesamten Zeitraum von 8 Wochen gesteigert (auf 5 Tage Training
folgten 2 Tage Ruhe). Die Messung der kardialen Morphologie und in vivo Funktion
am sedierten Tier erfolgte mit einem Philips Sonos 5500 Ultraschallgerat (Philips
Medical Systems, schematischer Versuchsaufbau siehe Abbildung C im Appendix
9.1). Elektrokardiographie-Messungen am sedierten Tier erfolgten mit einem 6-
Kanal-EKG (EMKA Technologies) und an frei beweglichen Tieren mit einem
implantierten telemetrischen Transmitter (Data Science Inc.). Elektrophysiologische
Messungen erfolgten am isolieten  Langendorff-perfundiertem  Herzen

(schematischer Versuchsaufbau siehe Abbildung D im Appendix 9.1).

2.12 Elektronenmikroskopie

Es wurden 1mm? groRe Gewebestiicke aus dem rechten Ventrikel entnommen und
fur 2h in 4%iger Fixationslésung eingelegt. AnschlieRend wurden die Praparate 2x
fur jeweils 10min bei RT mit 50mM Cacodylatpuffer (pH 7,4) und 100mM NacCl
gewaschen. Nach einstindiger Inkubation in 50mM Glycylglycin und 100mM NacCl
bei RT zur Neutralisierung der freien Aldehydgruppen wurden die Gewebe erneut wie
oben beschrieben gewaschen. Es folgte eine einstindige Behandlung mit einer

Losung aus 1% Osmiumtetroxid, 50mM Cacodylatpuffer und 100mM NaCl und ein
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dritter Waschgang mit abschlieBender Waschung in destillierten Wasser. Danach
wurden die Proben Uber Nacht in 1% Uranylacetat in H,O belassen. Nach jeweils
zehnmindtiger Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (25%, 50%, 75%,
85%, 95%, 100%) wurden die Gewebe fir 15min in Propylenoxid tberfuhrt und
anschlieend in Epon Einbettungsmedium nach Spurr eingebettet. Die in
Beemkapseln uberfuhrten Préaparate wurden zur Polymerisation fur 2 Tage bei 60°C
in einem Brutschrank inkubiert. Die mit dem Ultramikrotom Leica Ultracut Il (Leica
Microsystems GmbH) angefertigten Ultradiinnschnitte wurden mit
Reynoldsfarbeldsung nachkontrastiert und mit einem Elektronenmikroskop Philips
CM100 (Philips Medizin Systeme GmbH) und einer TVIPS Fsatscan 1K CCD-
Kamera (Tietz Video and Image Processing Systems GmbH) untersucht.

2.13 Losungen und Puffer

SSARC-Puffer (Angabe pro Liter):

198ml 20 x SSC

7,9ml 0,5M EDTA

556ml Wasser

238ml 'Sarkosyl' NL (Merck 70005920)

20 x SSC-Stammldsung (Angabe pro Liter):
175,39 NacCl
88,29 Natriumcitrat

HTP-PCR-Puffer (Angaben fir 100ml):

20ml 2,5M KCI (Merck 1.04936)
10ml 10% TWEEN 20 (Sigma-Aldrich P2287)
1,5ml 1m MgCl, (Merck 1.05833)
35ml 1M Tris-Base (Roth 4855.2)
15ml 1M Tris-HCI pH 5,0
18,5ml H,O
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SuperAmine-Blockierungslosung:

1,59 Bernsteinsaure (Merck 8.00683)
250ml 1-Methyl-2-Pyrolidione (Sigma-Aldrich 494496)
250ml 0,2M Natriumborat (Merck 1.06306) pH 8,0 eingestellt mit NaOH

(Merck 1.06498)
Die Blockierungslosung wurde immer frisch angesetzt. Bernsteinsdure wurde
zunachst in 250ml 1-Methyl-2-Pyrolidione gegeben und, nachdem es vollstéandig

gelost war, sofort das Natriumborat hinzugegeben.

2 x YT-Medium (Angaben pro Liter)

169 bacto-tryptone (Gibco 152-00014)
10g bacto-yeast extract (Gibco20047-056)
59 NaCl (Merck 1.06404)

Der pH-Wert wurde mit 5N NaOH auf 7 eingestellt und das Medium autoklaviert

Sequenzierungs-Auftragungspuffer
50mg/ml Dextran Blue from Leuconotoc spp. (Fluka 31393)
25mM EDTA pH 8,0

obige Lésung 1:5 mit Formamid (Sigma F-9037) verdinnen

10 x TBE-Puffer
1,33M Tris-HCI pH 8,8
25mM EDTA pH 8,0
460mM H3;BO3 (Merck 1.00165)

Puffer fir die Plasmidpraparation (Promega):
Puffer P1 (Wizard® SV 96 Resuspension)
50mM Tris-HCIl pH 7,5

10mM EDTA (Merck 1.08418)
100ug/mi RNase A (Ambion 12091-039)
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Puffer 2 (Wizard® SV 96 Cell Lysis Solution)
0,2M NaOH (Merck 1.06498)
1% SDS

Puffer 3 (Wizard® SV 96 Neutralization Solution)
4,09M Guanidin Hydrochlorid (Sigma G-7153)
0,759M Kalium Azetat (Merck 1.04820)
2,12M Essigsaure (Merck 1.00063)

Gelauftragungspuffer

0,25% (w/v) Bromphenolblau (Merck 11746)
0,25% (w/v) Xylene Cyanol (Bio Rad 161-0423)
25% (w/v) Ficoll 400 (Serva21373)

Losungen fur die Elektronenmikroskopie

Fixationslésung:
2% Glutardialdehyd

2% Formaldehyd (Frisch aus Paraformaldehyd hergestellt)

in 50mM Cacodylatpuffer (pH 7,4) und 50mM NacCl

Waschlésung:
50mM Cacodylatpuffer (pH 7,4) und 100mM NacCl

Neutralisation:
50mM Glycylglycin, 100mM NacCl

67



3 Ergebnisse

Zur Charakterisierung von sechs Mausmodellen kardiomyopathischer Erkrankungen
und der humanen Form der DCM wurden jeweils Genexpressionsprofile mit
Mikroarrays erstellt. Fur die Experimente mit murinem Probenmaterial wurden
kommerzielle Agilent cDNA Mikroarrays und fur die Experimente mit humanem
Probenmaterial eigens hergestellte kardiale Themenarrays eingesetzt. Eine
Ubersicht tiber den Aufbau der Experimente und die Schritte der bioinformatischen
Auswertung ist in Abbildung 10 gegeben.

Zwei wichtige Evaluierungsexperimente wurden den zentralen Array-Studien der
einzelnen Mausmodelle bzw. humanen Proben vorgeschaltet: 1. Der Einsatz von T7-
Promotor-basierten Protokollen zur Amplifikation von mRNA, welcher aufgrund der
geringen RNA-Mengen bei den embryonal lethalen homozygoten Plakoglobin
knockout Mausen erforderlich war; 2. Die Optimierung von Protokollen zur
Mikroarray-Herstellung und deren Einsatz zur Produktion von humanen kardialen

Themenarrays moglichst hoher Sensitivitat.
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Evaluierungvon T7-Promotor b asierter Op timierung von Protokollen zur

Amplifikation vonmmRNA fiir quantitative Mikroarray-Herstellung (Array-Rohling,
Messungen Spotting-Puffer, PCR-Produkt Aufreinigung)
Einsatz bei der Amplifikation Einsatz bei der Herstellung
der RNA von homozygoten eines kardialen Themenarrays
Plakoglobin kzockout Miausen (basierend auf dem Human
und humanen Biopsien Genexpressionsstudien: Unigene Set IT)
Mausmodelle kardiomyopathischer humane Gewebeproben von DCM-Patienten
Erkrankungen: und gesunden Spendern
Methodilk: Methodik:
-Agilent cDNA-Mikroarrays -kardialer Themenarray
-Sonden-Markierung durch Einbauvon Cyanin-3 -Sonden-Markierung durch Einbauvon Cyanin-3
oder S bei reverser Transkrip tion oder S bei reverser Transkription
-4 technische Replika -4 technische Replika
-gepoolte Proben von je 4-8 Individuen -gepoolte Proben von 12 DCMPatienten bzw. 11

gesunden Kontroll-Patienten

Datenauswertung: Datenauswertung:

-Normalisierung: -Normalisierung:

Locally Weighted Scatterplot Smoothing LOWESS) Lokale Median Regression

-Detektion differentieller Genexpression: -Detektion differentieller Genexpression:
Significance Analysis of Microarrays (SAM) Significance Analysis of Microarrays (SAM)
-Mustererkennung: -funktionelle Annotation:

hierarchisches Clustering Gene Ontology (GO)

-funktionelle Annotation/Analyse:
Gene Ontology (GO), Database for Annotation,
Visnalization, and Integrated Discovery (DAVID),
Ingenuity Patinvays Analysis (IPA)

l ‘ Vergleich der humanen und murinen

Genexpressionsdaten

Validierung der A1ray-Daten Validierung der Array-Daten
durch RT-PCR durch RT-PCR

Abbildung 10: Aufbau und Methodik der vergleichenden humanen und murinen

Kardiomyopathie-Expressionsstudien und der vorgeschalteten Evaluierungsexperimente.

3.1.1 Evaluierung von amplifizierter RNA und Gesamt-RNA als Startmaterial in

komplexen Hybridisierungen und quantitativer RT-PCR

Um die Durchfiihrung von Genexpressionstudien nach Standard Protokollen
(Mikroarray-Hybridisierungen und quantitative RT-PCR) mit unzureichenden RNA-
Startmengen zu ermdglichen, wurde ein vorgeschaltetes T7-Promotor basiertes
Amplifikationsprotokoll validiert. Als Startmaterial fur die Herstellung der markierten
Sonden mittels reverser Transkription diente Gesamt-RNA und amplifizierte RNA

(aRNA) von HelLa- und HEK293-Zellen (aufgrund der zu erwartenden grof3en
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Unterschiede in der Genexpression). Zur Herstellung der aRNA wurden zwei Runden
der T7-basierten Amplifikation (2.2.3) durchgefiihrt; als Startmaterial der ersten
Runde dienten 5ug Gesamt- RNA und als Startmaterial der zweiten Runde eine
aquivalente Menge aRNA der ersten Runde. Die Konzentration und
Grol3enverteilung wurde nach jeder Runde der Amplifikation Gberpruft (2.2.2); das
Amplifikationsverhéaltnis von Startmaterial zu erhaltener aRNA betrug ca. Faktor
1:100. Um das Ergebnis einer komplexen Hybridisierung mit aRNA bzw. Gesamt-
RNA als Startmaterial zu vergleichen, wurden ausgehend von beiden RNA-Arten
sowohl fiir die HeLa- als auch fur die HEK293-Zellen markierte Sonden hergestellt
(jeweils Cyanin-3 und Cyanin-5, dye-swap) und auf humane kardiale Mikroarrays
hybridisiert (2.5.4).

Abbildung 11: Vergleich der Hybridisierung von Sonden ausgehend von Gesamt-RNA
(A und B) oder aRNA (C und D). Zwei unterschiedliche RNA-Populationen (HEK293 und
HelLa) dienten als Ausgangsmaterial fir die Herstellung von Cyanin-3- und Cyanin-5
markierten Sonden. Die Genexpression beider Zelltypen wurde in dye-swap-Experimenten
sowohl mit Gesamt-RNA als auch mit aRNA nach zwei Runden der T7-basierten
Amplifikation verglichen. Es wurde ein 1.300 PCR-Produkte umfassender humaner Test-
Array eingesetzt (8 Replika pro PCR-Produkt).

A: Gesamt-RNA als Startmaterial, HEK293-Cyanin-3 und HeLa-Cyanin-5;

B: Gesamt-RNA als Startmaterial, HEK293-Cyanin-5 und HeLa-Cyanin-3;

C: aRNA als Startmaterial, HEK293-Cyanin-3 und HeLa-Cyanin-5;

D: aRNA als Startmaterial, HEK293-Cyanin-5 und HeLa-Cyanin-3
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Dieser humane Mikroarray beinhaltete ca. 1300 Klone des Human Unigene Set 1 mit
je 8 technischen Replika (gespottet vom RZPD), die in vorhergehenden
Experimenten mit Biopsien von DCM-Patienten oder gesunden Kontrollpatienten in
kardialem Gewebe signalgebend gefunden wurden. Entsprechend der
Unterschiedlichkeit des Genexpressionsprogrammes von HelLa - und HEK293-Zellen
waren sehr viele Gene dereguliert. Rein optisch lieferte der Einsatz von aRNA als
Startmaterial &hnliche Ergebnisse bei den Hybridisierungen wie Gesamt-RNA (siehe
Abbildung 11). Der Austausch der Farbstoffe Cyanin-3 und Cyanin-5 bei der
Markierung der unterschiedlichen cDNA-Populationen ("dye-swap") fuhrte nach
Normalisierung (2.8.2 und 2.8.5) bei den komplexen Hybridisierungen zu
entsprechend reziproken Verhéltnissen der Intensitdten beider Farbkanéle (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2: Resultierende Ratios der Genexpression im Vergleich von HEK293- und
HeLA-Zellen bei Einsatz von Gesamt-RNA oder aRNA als Startmaterial. Flr
reprasentativ ausgewahlte Klone mit relativ starker Deregulation ergaben sich die jeweils
reziproken Ratios bei Austausch der Farbstoffe. Der Einsatz von amplifizierter RNA lieferte
ahnliche Ratios der Genexpression wie der Einsatz von Gesamt-RNA als Startmaterial.
S/H-Ratio: Ratio der Signalintensitat zur Hintergrundintensitat

P: Signifikanz berechnet mit einem modifizierten t-Test (2.8.6)

Gesamt-RNA

HEK293 Cyanin-3 ,HeLa Cyanin5 HEK283 Cyanin5, HeLa Cyanin-3
Klon ID | Expressions-Ratio |S/H-Ratio p Klon ID | Expressions-Ratio | S/H-Ratio p
11D2B5 +17 80 qe-F 11D2B5 -15 12 2e8
11E1H13 +5 35 e 6 11E1N13 5 11 1e b6
21D3M1 +3 143 4e b 21D3M1 4 M e b
11D2A5 +5 25 3e b 11D2A5 -10 12 Ge-7
21D2B5 +19 43 2e9 21D2B5 -18 23 4e 8

amplifizierte RNA {2 Runden)

HEKZ293 Cyanin-3, HeLa Cyanin5 HEK283 Cyanin5, HeLa Cyanin-3
Klon ID | Expressions-Ratio |S/H-Ratio p Klon ID | Expressions-Ratio | S/H-Ratio p
11D2B5 +11 56 1e8 11D2B5 -16 36 8ed
11E1N13 +6 61 be7 11E1N13 A 6 3eb
21D3M1 +4 140 1eb 21D3M1 4 56 2ed
11D2A5 +7 67 3e7 11D2A5 5 17 1e-7
21D2B5 +14 39 1e7 21D2B5 15 24 7ed

Zur Beurteilung auf Datenebene wurden Scatter-Plots der Signalintensititen der
Hybridisierungen erstellt; um mdogliche Verfalschungen leicht variabler Gréflzen wie

beispielsweise Korrelationskoeffizienten zu verhindern, wurde hier auf Abzug der
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Hintergrundsignalintensitat und auf jegliche Normalisierung verzichtet. Fir die beiden
Hybridisierungen mit Gesamt-RNA als Startmaterial lagen die
Korrelationskoeffizienten bei r=0,73 und r=0,71 (sieche Abbildung 12). Dies waren im
Vergleich zu anderen komplexen Hybridisierungen relativ niedrige Werte, welches
durch die sehr unterschiedlichen Genexpressionsprogramme von HelLa- und
HEK293-Zellen verursacht wurde. Fir die beiden Hybridisierungen mit aRNA als
Startmaterial lagen die Korrelationskoeffizienten bei r=0,72 und r=0,62 und damit nur
geringfugig niedriger.

=0,7138 ||

70 80 90 100

r=0,6170 |

70 80 90 100

Abbildung 12: Berechnug der Korrelationskoeffizienten der Signalintensitaten von
HEK?293- bzw. HeLa-Sonden mit Gesamt-RNA (A und B) und aRNA (C und D) als
Startmaterial. Aufgetragen wurden die nicht normalisierten Signalintensitaten der zwei
Sonden eines Arrays jeweils im dye swap-Experiment. Fir Gesamt-RNA (A und B) bzw.
amplifizierte RNA (C und D) wurden in der GroRenordnung ahnliche
Korrelationskoeffizienten gefunden. Die relativ starke Streuung der Signalintensitaten wurde

durch die sehr unterschiedliche Genexpression der zwei Zelllinien verursacht.

Ein Vergleich der 50 Klone, die mit Gesamt-RNA bzw. mit aRNA als Startmaterial die
jeweils starkste Signifikanz (modifizierter t-Test; 2.8.6) in der Deregulation zeigten,
lieferte eine Ubereinstimmung von 62%. Nur ein Klon, der mit Gesamt-RNA als
Startmaterial in dieser Liste der 50 Klone mit starkster Signifikanz auftauchte,

erreichte mit aRNA als Startmaterial keine Signifikanz (p<0,01 als Grenzwert; 2.8.6).
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Generell fuhrte allerdings, bedingt durch die Abnahme der durchschnittlichen
TranskriptgroRe bei jeder Runde der Amplifikation (Annealing mit beliebigen
Hexameren, beschrankte Effizienz der reversen Transkription und in vitro
Transkription), der Einsatz von aRNA bei komplexen Hybridisierungen zu einer
starkeren unspezifischen Bindung. Zudem variierte das Amplifikationsverhaltnis fir
unterschiedliche Transkripte, da die enzymatische Aktivitat bei der reversen
Transkription und in vitro Transkription zum Teil sequenzabh&ngig ist. In Folge
dessen wurden nur Sonden, die ausgehend von aRNA der gleichen Anzahl an
Runden der Amplifikation generiert wurden und eine ahnliche GroRenverteilung
aufwiesen, in komplexen Hybridisierungen eingesetzt.

Neben der Validierung bei komplexen Hybridisierungen wurde die Vergleichbarkeit
von aRNA und Geamt-RNA als Startmaterial fir die quantitative RT-PCR untersucht.
Es wurden hierzu mehrere Gene ausgewahlt, die in einem Mikroarray-Experiment als
dereguliert detektiert worden waren (ErbB4 knockout M&use im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen; siehe 3.2.2). Es wurde aRNA nach einer Runde der Amplifikation und
Gesamt-RNA mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben (mit beliebigen
Hexameren bzw. Oligo d(T);e-Primer) und mit genspezifischen Primern die
guantitative RT-PCR durchgefihrt (2.9). Die erhaltenen Ratios der Genexpression
lagen fir aRNA und Gesamt-RNA in einer vergleichbaren GréRenordnung und es
wurde jeweils fir alle Gene statistische Signifikanz erreicht (p<0.05; students t-Test,
siehe Abbildung 13). Nur bei Four and a half LIM domains 1 (fhll) ergaben sich

grolRere Abweichungen im Vergleich zu den Array-Daten.

73



12.0

—
-
o

10.0
9.0
8.0
7.0
8.0
50 -
4.0 4
3.0
2.0 +
1.0 7
0.0

——
HH

Ratio der Induktion der Genexpression

nppa nppb cam actal mglap fhi
\DArray O Gesamt-RNA (RT-PCR} I aRNA (RT-PCR)

Abbildung 13: Quantitative RT-PCR mit Gesamt-RNA oder aRNA als Startmaterial. Es
wurde ausgehend von Gesamt-RNA oder aRNA (eine Runde der Amplifikation) als
Startmaterial mittels reverser Transkription cDNA von Wildtyp- und ErbB4 knockout Mé&usen
generiert. Flr sechs Gene, die eine signifikante Deregulation in einem Array-Experiment
aufwiesen (ErbB4 knockout gegen Wildtyp), wurde quantitative RT-PCR auf den
unterschiedlichen cDNAs durchgefiihrt. Fur alle Gene waren bei allen Methoden die
beobachteten Expressionsunterschiede statistisch signifikant (SAM bzw. students t-Test).

nppa: natriuretic peptide precursor A, nppb: natriuretic peptide precursor B, carp: cardiac
ankyrin repeat protein, mglap: matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein, fhl1: Four and

a half LIM domains 1, actal: actin, alpha skeletal muscle

3.1.2 Vergleich von Protokollen zur Mikroarray-Herstellung

Zur Optimierung der Leistungsfahigkeit bzw. Sensitivitit von cDNA-Mikroarrays
wurden vier kommerzielle Array-Rohlinge (Telechem Superamine SMM, Corning
CMT GAPS 40006, Sigma-Prep Silane SS4651 und Sigma Screen S9936) in
Kombination mit drei unterschiedlichen Spotting-Puffern (Micro Spotting Solution
Plus MSS, 3 x SSC und 50% DMSO) und zwei unterschiedlichen Aufreinigungen des
gespotteten PCR-Produkts (Fallung mit EtOH und QIAquick PCR Purification Kit)
verglichen. Hierzu wurde ein radioaktiv markiertes PCR-Produkt ausgehend von
einem Arabidopsis thaliana cDNA-Klon hergestellt (2.3). Da die Konzentration von

kommerziell erhaltichem a-**P-markiertem dCTP fiir eine PCR vergleichsweise
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niedrig war (ca. 4uM), wurde dieses mit unmarkiertem dCTP versetzt. Zum Erhalt
einer maximalen Menge an markiertem PCR-Produkt wurden drei unterschiedliche
Verhéltnisse von o-**P dCTP zu dCTP getestet (siehe Abbildung 14), wobei
entsprechend des PCR-Reaktionsansatzes die maximal mdogliche Menge
Radioaktivitat zugegeben wurde. Fiir das Verhéltnis a-**P dCTP / dCTP von 1 zu 10
wurden die hdchsten Ausbeuten an radioaktivem PCR-Produkt erzielt und folgend

eine praparative PCR flur das vorgesehene Spotting durchgefihrt.

Abbildung 14: Erzeugung eines radioaktiven PCR-Produkts ausgehend von einem
Arabidopsis thaliana Klon. Es wurden drei unterschiedliche Verhéltnisse von a-**P-dCTP zu
kaltem dCTP eingesetzt. 1: a-**P-dCTP, 2: o-*P-dCTP / dCTP: 1 zu 1, 3: a-**P-dCTP /
dCTP: 1 zu 10, 4: dCTP, 5: Stratagene kb DNA ladder. Die Detektion der PCR-Produkte in
einem Agarosegel erfolgte sowohl mittels Ethidiumbromid (A) als auch nach Trocknen
mittels eines Phosphorimagers (B). Die beste Ausbeute ergab sich bei einem Verhaltnis o-**P-
dCTP / dCTP von 1 zu 10. Unterschiede in der GroRenverteilung des Produkts zwischen
beiden Detektionsarten ergaben sich durch die lineare Visualisierung des
Geldokumentationssystems (SynGene) und durch die logarithmische Visualisierung des

Phosphorimagers (Fuji).

Von dem erhaltenen PCR-Produkt wurde ein Teil durch Féallung mit Ethanol und ein
Teil mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und anschlie@end die
Konzentration und Aktivitat vermessen. Es wurden Verdinnungsreihen erstellt und
die Verdunnungsstufen mit den drei unterschiedlichen Spotting-Puffern (Micro
Spotting Solution Plus MSS, 3 x SSC und 50% DMSO) vermengt
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(Endkonzentrationen: 500ng/ul; 400ng/ul; 200ng/ul; 100ng/ul; 50ng/ul; 25ng/ul;
12,5ng/ul;  6,25ng/ul). Diese Verdunnungsreihnen wurden auf die vier
unterschiedlichen Array-Rohlinge (Telechem Superamine SMM, Corning CMT GAPS
40006, Sigma-Prep Silane S4651 und Sigma Screen S9936) gespottet (2.5.2). Drei
Arrays pro Fabrikat mit drei identischen Feldern und jeweils den PCR-Produkten im
Duplikat ergaben insgesamt 18 technische Replika fur jedes spezifische PCR-
Produkt (siehe Abbildung 15).

S00ng'W; ...; 6,25ngnl

3xSSC EtOH

Qiagen

1xMSS EtOH

Qiagen e
500 DMSOE{OH ol
Qiagen &
o g R ’

Abbildung 15: Einzelnes Feld eines Arrays der gespotteten radioaktiven PCR-Produkte.
In einem solchen Feld wurden alle spezifischen PCR-Produkte einer Verdinnungsstufe im
Duplikat gespottet. Jeweils drei Arrays pro Array-Typ wurden hergestellt und pro Array drei
solcher Felder in der Bild- bzw. Datenanalyse berlicksichtigt, so dafl sich je Array-Typ,
Spotting-Puffer, Aufreinigung und Verdinnungsstufe 18 technische Replika ergaben. EtOH:
gereinigt durch Fallung mit Ethanol; Qiagen: gereinigt mit QIAquick PCR Purification Kit; 3
x SSC: 3 x SSC- Puffer, 1 x MSS: 1 x MSS: Micro Spotting Solution; 50% DMSO: 50%
DMSO-Puffer.

Die Arrays wurden prozessiert und die immobilisierten PCR-Produkte mit einem
Phosphorimager und den dazugehotrigen Phosphorscreens quantifiziert. Dieses
gemessene radioaktive Signal stellte ein Mal3 fir die Menge an immobilisiertem

PCR-Produkt dar. Aufgrund der eingeschrankten MeRmoglichkeiten der beim
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Spotten Ubertragenen Volumina (viskositatsabhéangig) und der letztendlich fur das
angestrebte Experiment maRgeblichen erzielten Signalintensitat wurden alle
MeRgrolRen auf Ebene der dimensionslosen radioaktiven bzw. fluoreszenten
Signalintensitaten in Abhangigkeit von der eingesetzten PCR-Produktkonzentration
betrachtet. Bei den jeweils 18 technischen Replika hoher PCR-
Produktkonzentrationen (=100ng/ul) lag die Standardabweichung in Prozent der

Signalintensitat bei den radioaktiven Signalen zwischen ca. 5% und 15%.
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Abbildung 16: Radioaktive Signalintensitat in Abhangigkeit von der Konzentration des
gespotteten PCR-Produkts. Abgesehen von 50% DMSO Qiagen war ein weitgehend
linearer Anstieg der Signalintensitéat bei hoheren PCR-Produktkonzentrationen zu beobachten;
demnach wurde bei den hier eingesetzten Konzentrationen keine Séattigung der Oberflache
erreicht. Die im Schnitt starksten Signale Uber alle Array-Typen lieferten MSS Qiagen, 3 X
SSC EtOH und MSS EtOH. Zwischen den Array-Typen ergaben sich in Hinblick auf die
erreichten Maximalwerte nur geringe Unterschiede.

EtOH: gereinigt durch Fallung mit Ethanol; Qiagen: gereinigt mit QIAquick PCR Purification
Kit; 3 x SSC: 3 x SSC-Puffer, 1 x MSS: 1 x Micro Spotting Solution; 50% DMSO: 50%
DMSO-Puffer.

Ein weitgehend linearer Anstieg der radioaktiven Signalintensitat wurde mit MSS und

3 x SSC als Spotting-Puffer erzielt; es wurde demnach mit den eingesetzten PCR-
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Produktkonzentrationen keine Sattigung der Oberflache erreicht. Hingegen fielen die
Signalintensitaten bei 50% DMSO Qiagen unabhéngig vom Array-Typ deutlich
schwacher aus. Bei Betrachtung aller Array-Typen zeigten MSS Qiagen, 3 x SSC-
EtOH und MSS EtOH die starksten Signale (siehe Abbildung 16).

Zur Bestimmung der Zuganglichkeit der immobilisierten PCR-Produkte wurden
Hybridisierungen mit beliebigen fluoreszenten 15mer-Nukleotiden (Cyanin-3
markiert) durchgefuhrt (2.5.3). Das Verhdltnis von fluoreszentem Signal der
hybridisierten Nukleotide zu dem radioaktiven Signal des immobilisierten PCR-
Produkts diente als Mald fur die Zuganglichkeit fir eine Bindung. Die
Standardabweichung in Prozent der Signalintensitat lag bei den fluoreszenten
Signalen zwischen ca. 5% und 25%.

Fir geringe PCR-Produktkonzentrationen (<25ng/ul) schwankte dieses Verhaltnis
aufgrund der MeflRungenauigkeit der beiden beteiligten Grof3en noch relativ stark und
nahm dann fir héhere Konzentrationen (2100ng/ul) annéhernd konstante Werte an
(abgesehen von 3 x SSC EtOH). Die mit einer Qiagen-Saule aufgereinigten PCR-
Produkte zeigten im Vergleich zu mit Ethanol gefallten PCR-Produkten unabhangig
vom Spotting-Puffer eine deutlich bessere Zuganglichkeit (eine halbe bis eine ganze
Zehnerpotenz). Unter den Spotting-Puffern lieferte 3 x SSC vor MSS und 50%
DMSO die besten Ergebnisse. Zwischen den vier betrachteten Array-Typen ergaben
sich nur geringe Unterschiede (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verhdltnis von floureszenter Signalintensitat (Cyanin-3-markierte
Sonde) zu radioaktiver Signalintensitat (radioaktives PCR-Produkt) als MaR fir die
Zuganglichkeit fur eine Bindung. Ab ~100ng/ul blieb das Verhéltnis von floureszenter
Signalintensitat zu radioaktiver Signalintensitat, abgesehen von 3 x SSC EtOH, weitestgehend
konstant. Mit QIAquick PCR Purification Kit gereinigte PCR-Produkte wiesen eine deutlich
bessere Bindungskapazitét als EtOH gereinigte PCR-Produkte auf, hingegen waren zwischen
den einzelnen Array-Typen kaum Unterschiede zu beobachten. Im Vergleich lieferte der
Spotting-Puffer 3 x SCC vor 1 x MSS und 50% DMSO jeweils mit QIAquick PCR
Purification Kit gereinigt die besten Ergebnisse. EtOH: gereinigt durch Fallung mit Ethanol,
Qiagen: gereinigt mit QIAquick PCR Purification Kit; 3 x SSC: 3 x SSC-Puffer, 1 x MSS: 1 x
Micro Spotting Solution; 50% DMSO: 50% DMSO-Puffer.

3.1.3 Design eines humanen kardialen Themenarrays

Zum Erhalt eines reduzierten herzspezifischen Gensatzes wurden humane Sonden
ausgehend von unterschiedlichen Herzphanotypen auf genomweite cDNA-
Makroarrays hybridisiert und Klone mit deutlicher Signalintensitat selektiert. Es
wurden jeweils gepoolte RNAs aus kardialen Biopsien oder explantierten Herzen

mehrerer Spender mit folgenden Herzphanotypen eingesetzt:



1. obstruktive hypertrophe Kardiomyopathie (6 Biopsien, Universitatsklinikum
Libeck)

2. nicht-obstruktive hypertrophe Kardiomyopathie (8 Biopsien, Universitatsklinikum
Libeck )

3. dilatative Kardiomyopathie (22 Biopsien, Universitatsklinikum Luibeck )

4. dilatative Kardiomyopathie (9 Biopsien, Universitatsklinikum Charité)

5. rheumatoide Systemerkrankung (11 Biopsien, Universitatsklinikum Libeck )

6. gesunde Spender (4 Explantate, Universitatsklinikum Lubeck)

Es wurden mittels reverser Transkription radioaktiv markierte cDNA-Sonden
hergestellt und auf genomweite cDNA-Makroarrays des Human Unigene Set 2
hybridisiert (2.4). Diese Makroarrays umfal3ten die PCR-Produkte von 74.695 cDNA-
Klonen, welche im Duplikat auf insgesamt drei Nylonmembranen immobilisiert waren
(hergestellt vom RZPD, siehe Appendix 9.1, siehe Abbildung A). Mit Hilfe dieser
insgesamt 18 hybridisierten Arrays (sechs gepoolte RNA-Populationen, deren
Sonden auf je drei cDNA-Makroarrays hybridisiert wurden) wurden exprimierte
(signalgebende) Klone/Gene identifiziert. Als Grenzwert wurde eine gegenlber der
Hintergrundsignalintensitat dreifach erhdhte Signalintensitdt bei Gesamt-RNA
(Explantate) als Startmaterial und eine siebenfach erhthte Signalintensitat bei aRNA
als Startmaterial (Biopsien) in zumindest einer der Hybridisierungen angesetzt.
Dieses Vorgehen flhrte zur Selektion von 11.192 Klonen, welche zu einem neuen
Satz von cDNA-Klonen zusammengestellt wurden. Zur Uberpriufung der
Leistungsfahigkeit eines solchen Ansatzes wurde der erhaltene kardiale Klonsatz in
Hinblick auf das Vorhandensein wichtiger Markergene kardialer Dysfunktion
Uberpruft. Hierzu wurden, so denn im Gensatz vorhanden, Klone entsprechender
Annotation (IMAGE Konsortium) resequenziert (2.10). Der kardiale cDNA-Klonsatz
beinhaltete alpha B crystallin; natriuretic peptide precursor B; cardiac ankyrin repeat
protein; Four and a half LIM domains 1; Four and a half LIM domains 2; cardiac
troponin I; actin, alpha skeletal muscle und type 1 alpha 2 collagen. Hingegen war
das natriuretic peptide precursor A aufgrund einer Kontamination in dem Human
Unigene Set 2 in dem kardialen cDNA-Klonsatz nicht vorhanden. Der kardiale
Klonsatz wurde um einen entsprechenden Klon erganzt. Die Inserts der Plasmide
dieser 11.192 Klone wurden, um moglichst groRe Ausbeuten zu erhalten, zweimal
durch PCR amplifiziert (je 25ul) und diese PCR-Produkte mit Hilfe wvon
Molekularsieben (MultiScreenTM384-PCR Plates) aufgereinigt (2.5.2). Diese PCR-

Produkte wurden in Micro Spotting Solution aufgenommen und im Duplikat auf
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Telechem Superamine-Rohlinge gespottet. In der gesamten Prozedur der Array-
Herstellung erfolgten neben der Resequenzierung einzelner Klone auf Ebene der
gereinigten PCR-Produkte (Gelelektrophorese, siehe Appendix 9.1, sieche Abbildung
B) und der prozessierten Mikroarrays (Oligonukleotid-Hybridisierung und komplexe

Hybridisierungen; 2.5.3 und 2.5.4) jeweils Qualitatskontrollen.

3.2.1  Genexpressionsprofile  humaner DCM-Gewebe mit kardialen
Themenarrays

Es wurden dir RNA aus explantierten Herzen von zwoélf DCM Patienten und elf
gesunden Spendern isoliert (2.2.1) und die Qulaitat mit einem Bioanalyser von
Agilent Uberprift (2.2.2). Bei den DCM Patienten wurde eine Herztransplantation
vorgenommen, entsprechend weit fortgeschritten war die Pathogenese (klinische
Parameter der Herzfunktion siehe 2.1.3, Tabelle 1).

Es wurden Pools der Gesamt-RNA der linken Ventrikel von den DCM Patienten und
den gesunden Spendern gebildet. Durch reverse Transkription in Anwesenheit von
fluoreszenten Nukleotiden wurden markierte Sonden hergestellt und auf humane
kardiale Themenarrays hybridisiert (4 Arrays, 2 "dye-swaps”, 2.5). Die ausgelesenen
Signalintensitaten (2.8.2) wurden, um eine Vergleichbarkeit herzustellen, nichtlinear
durch lokale Median Regression normalisiert (2.8.5) und anschlieRend die
differentielle Genexpression zwischen den beiden Zustdnden mit der SAM bestimmt
(2.8.6). Bei einer Falsch-Positiv Rate von 10% als Grenzwert fur die Signifikanz
zeigten 104 cDNA-Klone verstarkte Expression und 61 cDNA-Klone reduzierte
Expression (siehe Appendix 9.3.1; Zahlen inklusive Redundanz z.B. bei NPPA).
Diese cDNA-Klone wurden zur Validierung der Identitdt des Inserts resequenziert
(2.10). Am starksten in der Expression induziert war NPPA, ein typischer Marker flr
Kardiomyopathien. Insbesondere Gene des Zytoskeletts/Sarkomers (z.B. cardiac
ankyrin repeat protein; myosin regulatory light chain, non sarcomeric, cardiac
troponin | und gelsolin) und der Immunantwort (z.B. g heavy chain variable region 1;
complement component 9, Ig kappa constant region) zeigten verstarkte Expression
in den DCM Patienten. Zudem wurde apolipoprotein D verstarkt und pyruvate
dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 (Inhibitor des kardialen Glukose Metabolismus)
reduziert exprimiert. Fir NPPA wurde die differentielle Expression detektiert durch
die Mikroarray-Hybridisierungen durch quantitative RT-PCR in individuellen Proben
(2.9) bestatigt (Ratio: 4,9 und p: 0,00012). Jedoch zeigte sich im Gegensatz zu den
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Array-Daten eine signifikante Induktion der NPPB Expression (Ratio: 4,7 und p:
0,038). Der Unterschied mag in der Methodik oder der konservatieveren
Signifikanzabschatzung durch SAM begriindet liegen (im Vergleich zum t-Test sind

die Signigfikanzwerte um eine halbe bis eine Zehnerpotenz verschoben).

3.2.2 Genexpressionsprofile von MLP-, Plakoglobin-, ErbB2-, ErbB4 knockout
Mausen und Doxorubicin-behandelten M&ausen mit cDNA- Mikroarrays

Es wurde Gesamt-RNA des Herzens von je 4-8 knockout Mausen bzw. Doxorubicin-
behandelten Mausen und je 4-8 Wildtyp-Mausen der jeweiligen Linie mit TRIZOL®-
Reagenz isoliert (2.2.1) und die Qualitat mit einem Bioanalyser von Agilent Uberprift
(2.2.2). Das Alter der MLP-, ErbB2- und ErbB4 knockout Mause und der Doxorubicin-
behandelten Mause betrug 8-10 Monate. Die Herzen der Plakoglobin knockout
Mause wurden am E10.0 prapariert. Aufgrund der beobachteten sehr homogenen
Genexpression  zwischen  den Individuen  einer Gruppe bei den
Genexpressionsprofilen der MLP knockout Mause mit radioaktiven CcDNA-
Makroarrays (siehe Abbildung E, Appendix 9.1) wurden gepoolte RNAs der
jeweiligen Zustédnde eingesetzt.

Abbildung 18: Induktion der Expression des natriuretic peptide precursor A in MLP
knockout Mausen. Fluoreszent markierte cDNA-Sonden gepoolter Wildtyp- und MLP
knockout Mause wurden auf Mouse cDNA-Mikroarrays von Agilent Technologies
hybridisiert. Es wurden vier technische Replika mit Austausch der Farbstoffe in der
Markierungsreaktion durchgefiihrt. Der MLP knockout in den Mdusen flhrte zu verstarkter
Expression des natriuretic peptide precursor A, eines Markergens fur Kardiomyopathien
(lineare Skalierung der Pixelintensitaten in Falschfarben).

A: MLP knockout Cyanin-5, Wildtyp Cyanin-3

B: MLP knockout Cyanin-3, Wildtyp Cyanin-5
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Die fluoreszent-markierten cDNA-Sonden fir die Hybridisierungen der MLP-, ErbB2-
und ErbB4 knockout Mause und der Doxorubicin-behandelten Mause sowie der
jeweils zugehdrigen Wildtyp-Mause wurden ausgehend von den Pools der RNAs
mittels reverser Transkription hergestellt (2.7). Aufgrund der geringen Ausbeuten an
RNA aus den Herzen der Plakoglobin knockout Mause (E10.0) war zum Erhalt
ausreichender Mengen Startmaterials fur die Markierungsreaktion eine Runde der
T7-basierten RNA-Amplifikation erforderlich (2.2.3). Fur jede untersuchte Mauslinie
wurden vier technische Replika der Hybridisierung mit Agilent cDNA Mikroarrays
(2.7.3; 2x2 dye swap-Experimente) durchgefiihrt (Beispiel siehe Abbildung 18). Die
Signalintensitdten wurden mit einem Scanner eingelesen und es folgte eine
nichtlineare Normalisierung (LOWESS; 2.8.5), um eine Vergleichbarkeit der
Intensitaten der biologischen Zustande zu erreichen. Alle Arraydaten sind in der
Gene Expression Omnibus (GEO) Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/) unter dem "series
record" GSE7746 verflgbar (2.8.10).

Mit der SAM (2.8.6) wurden die jeweils signifikant deregulierten Gene einer Mauslinie
identifiziert (FPR < 10%, Tabelle 3 und Genliste sieche Appendix 9.3.2). Die absoluten

Zahlen schwankten erheblich und lagen zwischen 35 und 1166 Genen je Linie.

Tabelle 2: Anzahl der deregulierten Gene der einzelnen Mausmodelle. Als Kriterium fur

eine signifikante Deregulation wurde eine FPR von 10% definiert (SAM).

Mausmodell verstarkt exprimiert | reduziert exprimiert
MLP knockout 53 34
Plakoglobin knockout 41 1
ErbB2 knockout 10 25
ErbB4 knockout 104 193
Doxorubicin-behandelt 543 623
ErbB4 knockout Doxorubicin-behandelt 250 70

Mit allen Genen, die in mindestens einer Mauslinie signifikant dereguliert waren,
wurde ein hierarchisches Clustering durchgefuhrt (2.8.7). Ein solches Verfahren
fuhrte zu einer Gruppierung von Genen mit einem ahnlichen Expressionsmuster tiber
alle sechs Mauslinien im Vergleich zum Wildtyp. Folgend sind vier Beispiele solcher

Cluster von Genen dargestellt und naher charakterisiert.
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Plakoglohin
Doxorubicin
ErbB4+Doxorubicin

AlSS2317 sufatase 1
AA3B6892 dystrobrevin alpha

W12636 proteasome (prosome, macropain) 28 subunit, 3
Al155236 mitogen -activated protein kinase kinase kinase 6
AAAS0437 Down sydrome critical region homolog 1 (human)
Al324408 interferon-related developmental regulator 1
AAAG2037 protein phosphatase 1, req'lulatory (inhibitor) subumit
Alg93955 enabled homolog (D rusoﬁl ila)

AAGIBTII A kinase anchor protein
W12084 natriuretic p eptide precursor B
AADG2427 EP300 interacting in hibitor of differentiation 2
Al391240 RIKEN cDNA 2810423019 gene
AATI1966 NPC derived proline rich protein 1
AASZI3TT heat shock protein, 86 kD'a 1
Al326605 %clin-de endent kinas e inhibitor 1A (P21)
AAG15286 KEN cDNA 26 10028E05 gene
AAGIOTS0 .Eesgruaslosome 1
s

AAT25941 ESTs

AAGB1693 ESTs

AATIS65 serine/threonine kinase 2

AASIGTTI B-cell translocation gene 2, anti-proliferative
AAGDB3Z6 activating transcription factor 4

AA”413873 cyclin-dependent kinase 2

AALGGE52 teine rich protein 61
AA184852 s
AAS17353 NF of kapra Iiﬂht chain gene enhancer in B-cells, inhibitor alpha
AADTIIT6 nudE nuclear distribution gene E homolog like 1
AA212925 ESTs
Al425818 UDP-Gal: hetaGlcNAc heta 1 4-galactos yltransferas e, polypeptide
AADGGA4 2 TSC22 domain family, members 3
2565 ESTs
Al323048 Bel2-like
AA445731 heat shock protein, 70 kDA 1
WA 3680 FK506 binding protein 3 (31 kD a)
Al325384 lucokinase activity
AA145895 eat shock protein, 70 kDa 3

AAT11852 a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type)
AAGST2T 8 Dnaj (Hsp40) homolog, subfamily B, member1
AA529248 tribhbles homolog (Drosop hila)

AAGDB146 E’melocytumatosns oncogene

AA596602 EN cDNA 2610318G08 gene

Al549669 transforming growth factor beta 1 induced transcript 4
AASD1052 cardiomyopathy associated 1

AATB9810 ESTs

Wi18822 Ernw‘th arrest and DNA-d ge-inducible 45 g
AMS1747 STs

AW210425 solute carrier family 20, member 1

AATIHTIT RIKEN cDNA 1110033009 gene

ARA50534 Elutamine synthetase

AADDZ910 B.J osteosarcoma oncogene

AlD19469 glutamine sythetase [;seudo ene 1 i .
AA2GT178 cytochrome P450, 1b1, henzlga] antracene inducible
AAZGH529 oncostatin receptor

AAB22744 ESTs

Abbildung 19: Hierarchiches Clustering der sechs Mausmodelle (Cluster 1). Gene mit
einem (ber alle Zustande und technischen Replika ahnlichen Expressionsmuster wurden
gruppiert. Vergrofert hervorgehoben ist ein Cluster mit Genen, die in den meisten Modellen
oder bevorzugt bei Doxorubicin-Behandlung in ihrer Expression induziert wurden.

Cluster: rot: verstarkte Expression im Vergleich zum Wildtyp; griin: reduzierte Expression im
Vergleich zum Wildtyp; Genname: rot: Kardiomyopathie-Marker; grin: allgemeine Strel3-

Antwort; blau: involviert in Apoptose

Ein Cluster mit 55 Genen zeigte eine primar in Doxorubicin-behandelten
Wildtypmausen bzw. ErbB4 knockout Mausen erhdhte Expression (siehe Abbildung
19). Eine statistische Analyse (DAVID, 2.8.8) der Zugehdorigkeit zu GO-Kategorien
dieser Gruppe von Genen ergab eine signifikante Uberreprasentation insbesondere
bei den biologischen Prozessen Apoptose und der negativen Regulation von

zellularen und physiologischen Vorgéangen (Tabelle 4).
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Tabelle 4: DAVID-Analyse des Clusters von Doxorubicin-induzierten Genen. In Ebene 3 der

GO-Einteilung Biologischer Prozel? wurde mit einem exakten Fisher- Test die Signifikanz der

Uberreprasentation im Vergleich zum gesamten Genom bestimmt.

GO+ ategorie Biologischer ProzeB {(Ebene 3) Anzahl der Gene [%] p-Wert
Apoptose 13,4 0,00013
negative Regulation von zellul&ren Vorgéngen 13,4 0,00084
negative Regulation von physiologischen Prozessen 11.9 0,0016
Regulation von zelluldren physiologischen Prozessen 25,4 0,007
ptim drer Metabolismus 41.8 0,0076
Antwort auf Bestrahlung 4.5 0,012
zelluldrer Metabolismus 41.8 0,016
Zell Proliferation 7.5 0,022
Regulation von Transferase Aktivitat 4.5 0,033
positive Regulation von Enzymaktivit at 4.5 0,038
Makromolekill Metabolismus 26,9 0,042
negative Regulation von Enzymaktivitat 3,0 0.097

Nach der Ermittlung der wichtigsten beteiligten biologischen Prozesse in dem

Doxorubicin-induzierten Cluster von Genen mit DAVID wurde mit der Ingenuity

Pathways Analysis Software (2.8.9) nach publizierten Interaktionen innerhalb dieser

Gruppe von Genen gesucht. Ein Netzwerk mit 14 Genen des Clusters erreichte mit

einem "score" von 29 die hochste Signifikanz. Von diesen 14 Genen kénnen 9 eine

Rolle in apoptotischen Vorgangen spielen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Netzwerk an funktionellen Interaktionen von Doxorubicin-induzierten
Genen. Verbindungslinien zwischen Genen représentieren jeweils publizierte Interaktionen;
14 Gene des Doxorubicin induzierten Clusters (grauer Knotenpunkt) wurden durch 21
Verknupfungsgene (weilRer Knotenpunkt) erganzt.

blau: involviert in Apoptose, ATF4: activating transcription factor 4; BCL2L: BCL2-like,
CDKNI1A: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21), CYR61: cysteine rich protein 61,
EID2: EP300 interacting inhibitor of differentiation 2, FOS: FBJ osteosarcoma oncogene,
GADD45G: growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma, GCK: glycokinase
activity, MYC: myelocytomatosis oncogene, NDEL1: nudE nuclear distribution gene E

homolog like 1, NFKBIA: NF of kappa light chain gene enhancer in B-cells, inhibitor alpha
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AW210263 lumican
AA106952 syndecan 2
w9198 A segment, Chr 3, Nuffield Department of Surgery

Al553027 RAB20, member RAS oncogene family
WIB586 araoxon ase
AAT17184 ESTS

Wa1878 periostin ostehlast specific factor

AADG2324 dihydro pyrimidinase-like 3

AABS5996 bighycan

AAFTOBS4 Erocullag en C-proteinase enhancer protein
enzodiazepine receptor, peripheral

AAF2TI6T serEm peﬁtldase inhibitor, clade F, member 1

AANT 3904 dickkopf homolog 3 (Xenotpus laevis)

Wi6541 connective tissue growth factor

AlDDG445 Riken cDNA A330103N21 qene

W13074 collagen, type XXII, alpha

Al120641 apolipoprotein D

AADD3452 thrombospondin 4

AAL35311 Public domain EST

AAB40053

AARIN480 carboxypeptidase X 2 (M14 family)
W15804 insulin-like growth factor hin din gia rotein 6
AAG19890 transforming tgrowth factor, beta

W3d143 t-complex testis expressed 1

AATTD902 actin, alpha 1,

AAD3F995 microfibrillar associated protein 5
AATIZ2499 cardiac ankyrin repeat protein
Al390138 RIKEN cDNA 3930401B19

AAFISBTO natriyretic peptide precursor lgpe A

Al550186 chloride intracellular channel

Al326574 four and a half LIM domains 1

Al3Z25613 Euanosine diphosphate (GDP) diss ociation inhibitor 3
AADIF101 STs

Wa8093 matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein
AAFT0890 imprinted and ancient

AASI6695 EF hand domain containing 2

Al385503 ?gljeine rich intestinal protein

AAIBE124 s

AAGE2552 lutathione peroxidase 1

AlS08643 inesin family member 5B

Al181682 RIKEN cDNA3021401A05 gene

AARIZ2ITE ALL1-fused gene from chromosome 1qg

W83533 hyaluronoglucosaminidase 2

Al552154 Adamis like 2

AAB21980 serine peptidase inhibitor clad e A, member 3
AAG24578 RIKEN cDNA 1810009M01 gene

AAFI1819 annexin A3

AA1B5112 CD44 antigen

AABT1539 caspase 1

Al325730 crystallin, alpha 2

AATHE112

AAZ44388 retin oic acid early trans cript gamma

Alb64340 ESTs

Al325745

Al120826 SH3-binding domain glutamic acid-rich protein
AAATAB8T7 hospholipase C, beta 4

AAFI1769 ublic domain EST

AATI1685 kinesin family member5B8
AAGDG117 prion protein

AAIIGI00 sorbin and SH3 domain containing 2
AA244704 complement factor H-related protein
AAZITHEY complement factor H-related protein
AA106098 complement factor H precursor
AAATIN23 UDP glucose pyrophosphorylase 2

Abbildung 21: Hierarchiches Clustering der sechs Mausmodelle (Cluster 2). Gene mit
einem (ber alle Zustande und technischen Replika ahnlichen Expressionsmuster wurden
gruppiert. Vergrofert hervorgehoben ist ein Cluster mit Genen, die in fast allen Modellen
oder bevorzugt im MLP knockout in ihrer Expression induziert wurden.

Cluster: rot: verstarkte Expression im Vergleich zum Wildtyp; griin: reduzierte Expression im
Vergleich zum Wildtyp; Genname: rot: Kardiomyopathie-Marker; violett: Umbau der

extrazellularen Matrix; gelb: lokalisiert im Zytoskelett

Ein weiterer Cluster mit 63 Genen zeigte eine priméar in MLP knockout Mausen
erhohte Expression (siehe Abbildung 21). Eine statistische Analyse (DAVID, 2.8.8)
der Zugehdrigkeit zu GO-Kategorien dieser Gruppe von Genen ergab eine
signifikante Uberreprasentation insbesondere bei den biologischen Prozessen

"Muskelentwicklung und -kontraktion" und "Geweberemodellierung” (Tabelle 5) und
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den zellularen Komponenten "verankert in der Membran", "kontraktile Faser" und

"Aktin Zytoskelett".

Tabelle 5: DAVID-Analyse des Clusters von primar in MLP knockout Méausen in ihrer
Expression induzierten Genen. In Ebene 3 der GO-Einteilung Biologischer Prozel3 und in
Ebene 4 der GO-Einteilung zelluldare Komponente wurde mit einem exakten Fisher-Test die
Signifikanz der Uberreprasentation im Vergleich zum gesamten Genom bestimmt.

GO-Kategorie Biologischer ProzeR (Ebene 3) Anzahl der Gene [4] p-Wert

Muskelentwicklung 46 0,0022
Muskelkontraktion 34 0,013
Geweberemodellierung 3,4 0,018
Zellwachstum 3,4 0,026
skeletale Entwicklung 3,4 0,043
Gefalentwicklung 3,4 0,059
Zellorganisation und Biogenese 10,3 0,064
zelluldre Morphogenese 4.6 0,069
Bindegwebeentwicklung_; 2,3 0,069
GO-Kategorie zelluldre Komponente (Ebene 4) | Anzahl der Gene [%] p-Wert
verankert in der Membran 46 0,00000067
kontraktile Faser 46 0,00017
Aktin Zytoskelett 46 0,0045

Nach der Ermittlung der wichtigsten beteiligten biologischen Prozesse und zelluaren
Komponenten in dem Cluster von in MLP knockout Mausen in ihrer Expression
induzierten Genen mit DAVID wurde mit der Ingenuity Pathways Analysis Software
(2.8.9) nach publizierten Interaktionen innerhalb dieser Gruppe von Genen gesucht.
Ein Netzwerk mit 14 Genen des Clusters erreichte mit einem "score" von 28 die
hdchste Signifikanz. Von diesen 14 Genen kénnen 6 eine Rolle in dem Umbau der
extrazellularen Matrix bzw. Bei der Remodellierung des Gewebes spielen (siehe
Abbildung 22).
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Abbildung 22: Netzwerk an funktionellen Interaktionen von primar in MLP knockout
Mausen induzierten Genen. Verbindungslinien zwischen Genen représentieren jeweils
publizierte Interaktionen; 14 Gene des MLP-induzierten Clusters (grauer Knotenpunkt)
wurden durch 21 Verknilpfungsgene (weier Knotenpunkt) erganzt. rot: Kardiomyopathie-
Marker, violett: Umbau der extrazellularen Matrix; ACTAL: actin, alpha, skeletal muscle,
ACTC1: actin, alpha, cardiac muscle, ANXAS: annexin A5, BGN: biglycan, CD44: CD44
antigen, CLIC5: chloride intracellular channel, CTGF: connective tissue growth factor,
HYALZ2: hyaluronoglucosaminidase 2, NPPA: natriuretic peptide precursor A, SERPIN A3:
serpin peptidase inhibitor clade A, member 3, SERPINFL1: serpin peptidase inhibitor clade F,

member 1, TGFB2: transforming growth factor, beta 2
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Doxorubicin
ErbB4+Doxorubicin

Plakoglobin

AA450847 glutamic-o xaloacetic transaminase 2, mitochondrial
AA108741 Hlutathlone S transferase, mitoch ondrial

Al596600 ydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase
AAE21917 acyl-Coenzyme A dehydrogenase, \ﬂar¥i long chain
AATIHTA9 fibronectin type lll domain cnntainina

AAGDGESE ribos omal protein, mitochondrial, §1

AATGO070 carbhoxylesterase

AA162378 CD459a antigen

Wwazo97 fibronectintype lll domain containinFﬁ

AATI4294 lutamic pyruvic transaminase 1, soluble
AATIBIF1 IKEN cDNA 1300016K07 gene

AA388037 tat-interacting protein 30 kDa

AADGZ 367 succinate-Coenzyme A ligas e, GDP-forming, beta subunit
AAST1907 tubulin tyrosine ligase-like 1

AALI6273 farnesgl diphosphate farnesyl transferase 1
AASHIZ42 rowth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha
W36379 -box only protein 31

AAZ20178 ribos omal protein $6 kinase, 90kDa, polypeptide 2
AAGDGE73 penairlcolpeptlde repeat domain 2

AAS43454 isovaleryl coenzyme A dehydrogenase

AAD0D8551 Rhesus blood group D-antigen

AW209706 carnitine palmitoyltransferase 2

AlS91827 methylmalonyl CoA epimerase

AA416439 GC-rich promater binding protein 1

Al322629 histidin e rich calcium bin dmﬂ protein

W53871 hydrnxgal:yl-CnEnzymeA dehydrogenase

AADEF 441 acteyl-Coenzyme A acyltransferase

AAB24095 brain protein 44

AAZ61440 rhylanuyl-Cuenzyme A 2_hydroxylase
AATII040 ipoprotein lipase )
W16266 cytochrome c oxidase, subunit VIl 1
AAGDF 141 o chrome c oxidase, subunit v

[
AN2191 aYt‘:lohoI dehydrogenasse, iron containing 1

Abbildung 23: Hierarchiches Clustering der sechs Mausmodelle (Cluster 3). Gene mit
einem Uber alle Zustande und technischen Replika ahnlichen Expressionsmuster wurden
gruppiert. VergroRert hervorgehoben ist ein Cluster mit Genen, die bevorzugt im MLP
knockout in ihrer Expression reduziert wurden.

Cluster: rot: verstarkte Expression im Vergleich zum Wildtyp; grun: reduzierte Expression im

Vergleich zum Wildtyp; Genname: griin: mitochondriale Expression; blau: Metabolismus

Ein weiterer Cluster mit 33 Genen zeigte eine in MLP knockout Mausen reduzierte
Expression (siehe Abbildung 23). Eine statistische Analyse (DAVID, 2.8.8) der
Zugehorigkeit zu GO-Kategorien dieser Gruppe von Genen ergab eine signifikante
Uberreprasentation insbesondere bei den biologischen Prozessen "zellularer und
priméarer Metabolismus” und "Biosynthese" wund verschiedenen zellularen

Komponenten des Mitochondriums (Tabelle 6).
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Tabelle 6: DAVID-Analyse des Clusters von primar in MLP knockout Méausen in ihrer
Expression reduzierten Genen. In Ebene 3 der GO-Einteilung Biologischer Prozel3 und in
Ebene 4 der GO-Einteilung zellulare Komponente wurde mit einem exakten Fisher Test die

Signifikanz der Uberreprasentation im Vergleich zum gesamten Genom bestimmt.

GO-Kategorie Biologischer Prozel3 (Ebene 3) Anzahl der Gene [%] p-Wert
zelluldrer Metabolismus 34,0 0,0019
primarer Metabolismus 30,0 0,018
Biosynthese 10,0 0,069

GO-Kategorie zellulare Komponente (Ebene 4) | Anzahl der Gene [%] p-Wert
Mitochondrium 26,0 0,00000000035
mitochondriale innere Membran 14,0 0,0000018
innere Membran einer Organelle 14,0 0,0000025
mitochondriale Membran 14,0 0,0000028
mitochondriale Hille 14,0 0,0000042
intrazelluldar membrangebunden an einer Organelle 36,0 0,000076

Nach der Ermittlung der wichtigsten beteiligten biologischen Prozesse und zelluaren
Komponenten in dem Cluster von in MLP knockout M&usen in ihrer Expression
induzierten Genen mit DAVID wurde mit der Ingenuity Pathways Analysis Software
(2.8.9) nach publizierten Interaktionen innerhalb dieser Gruppe von gesucht. Ein
Netzwerk mit 13 Genen des Clusters erreichte mit einem "score” von 30 die hdchste
Signifikanz. Von diesen 13 Genen wiesen 9 eine mitochondriale Expression auf
(siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Netzwerk an funktionellen Interaktionen von in MLP knockout Mausen in
ihrer Expression reduzierten Genen. Verbindungslinien zwischen Genen représentieren
jeweils publizierte Interaktionen; 14 Gene des MLP-reduzierten Clusters (grauer
Knotenpunkt) wurden durch 20 Verkniipfungsgene und Kalzium (weier Knotenpunkt)
erganzt.

grun: mitochondriale Expression, blau: Metabolismus; ACAAZ2: acetyl-Coenzyme A
acyltransferase 2, ACADVL: acyl-Coenzyme A dhydrogenase, very long chain, CES1:
carboxylesterase 1, COX4I11: cytochrome c oxidase, subunit IV, COX7A1: cytochrome ¢
oxidase, subunit VIl 1, CPT2: carnitine palmitoyltransferase 2, GOT2: glutamic-oxaloacetic
transaminase 2, HADH(-B): hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, HRC: histidine rich
calcium binding protein, PHYH: phytanoyl-Coenzyme A 2-hydroxylase, RHD: Rh blood
group, D antigen, RPS6KA2: ribosomal protein S6 kinase 90kDa, polypeptide 2
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Doxorubicin
ErbB4+Doxorubicin

Plakoglobin

AA1TH494 Elﬁ{cop rotein 494
AA2IB062 52 antigen
AAGDFA83 F&l\:te%ycan, secretory yranule
B278, member RAS oncogene family
AAIGFTII syntaxin 11
AADZ28346 keratin complex 1, acidic, ?ene 19
-1

AlB94016 leukocyte immunﬂlnhulin ke receptor subfamily B, member 4
AA915313 integrih heta2 (Cd18)
AlbD4164 pleckstrin
= AA510689 interferon gamma inducible protein, 47 kDa
AABGT150 src-like adapter protein
AATFE2E coagulation factor Il (thrombin) receptor.like 2
Al 120986 platelet factor 4
AlD37505 coagluation factor XIllA chain

AABG2184 platelet basic protein precursor

AA182308 cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 beta

Al430204 |nteq rin beta 3

AATIGHI4 arachidonat lipoxyy

Al158088 lymphoid-restricted membrane protein

Wit2a1 R roaptar IgF, high affinity | iypeptid
¢ receptor, , high affinity |, gamma polypeptide

AMT46437 cathepsi;nS Y 4 yh poypep

RST8] ytotovic T hymph d protein 2 alph

otoxic mp hocyte-associated protein 2 alpha

AANZ1015 mcytyeloperux%aspe_ i i P r

AAFI9425 lysos omal-associated rmtem transmembrane 5

Al0Z 1345 integrin alpha 2b (Cd41h)

AlG1467 2 Hlyl:np rotein |b, heta polypeptide f’seEtin 5

AAITIZ6T istucumpatihifityZ, class l'antigen A, beta 1

AATIB996 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member?2
AA153591 linker for activation of T cells

AA543982 interleukin 1 receptor, type |

AAIBZ2084 {mtass ium voltage gated channel, shaker related s ubfamily, m. 3
Al59179 ransmemhrane rrotein 45a

AA123007 2° 5 oligoadenylate synthetase-like

Abbildung 25: Hierarchiches Clustering der sechs Mausmodelle (Cluster 4). Gene mit
einem (ber alle Zustande und technischen Replika ahnlichen Expressionsmuster wurden
gruppiert. VergroRert hervorgehoben ist ein Cluster mit Genen, die im Plakoglobin knockout
in ihrer Expression induziert wurden.

Cluster: rot: verstérkte Expression im Vergleich zum Wildtyp; grun: reduzierte Expression im
Vergleich zum Wildtyp; Genname: rot: assoziiert mit Blutplattchen/Koagulation; blau:
Aktivierung von Neutrophilen und Makrophagen

Ein weiterer Cluster mit 35 Genen zeigte eine in Plakoglobin knockout Mausen
induzierte Expression (siehe Abbildung 25). Eine statistische Analyse (DAVID, 2.8.8)
der Zugehdrigkeit zu GO-Kategorien dieser Gruppe von Genen ergab eine
signifikante Uberreprasentation insbesondere bei den biologischen Prozessen

"Antwort auf Verletzung", "Immunantwort" und "Blutkoagluation" (Tabelle 7).

93



Tabelle 7: DAVID-Analyse des Clusters von in Plakoglobin knockout Méausen in ihrer

Expression induzierten Genen. In Ebene 3 der GO-Einteilung Biologischer Prozel} wurde

mit einem exakten Fisher-Test die Signifikanz der Uberreprasentation im Vergleich zum

gesamten Genom bestimmt.

GO-Kategorie Biologischer ProzeR {Ebene 3} Anzahl der Gene [%/] pWert
Antwort auf Verletzung 16,2 0,00065
Immunantwort 18.9 0,0026
Blutkoagluation 8.1 0,0033
Zell-Substrat-Adhésion 8.1 0,004
Regulation von Kérperfilissigkeiten 8.1 0,0052
Abwehrantwort 18.9 0,0081
Signaltransduktion 28,7 0,056
Zellbewegung 8.1 0,074
Lokalisation der Zelle 8.1 0,074
Antwort auf Pest, Pathogen oder Parasit 10,8 0,083
Antwort auf andere Organismen 10,8 0,096

Nach der Ermittlung der wichtigsten beteiligten biologischen Prozesse in dem Cluster

von in Plakoglobin knockout M&usen in ihrer Expression induzierten Genen mit

DAVID wurde mit der Ingenuity Pathways Analysis Software (2.8.9) nach publizierten

Interaktionen innerhalb dieser Gruppe von Genen gesucht. Ein Netzwerk mit 13

Genen des Clusters erreichte mit einem "score" von 29 die hdchste Signifikanz

(siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Netzwerk an funktionellen Interaktionen von in Plakoglobin knockout
Mausen in ihrer Expression induzierten Genen. Verbindungslinien zwischen Genen
reprasentieren jeweils publizierte Interaktionen; 13 Gene des Plakoglobin-induzierten
Clusters (grauer Knotenpunkt) wurden durch 21 Verknipfungsgene und Dopamin (weil3er
Knotenpunkt) erganzt.

rot: assoziiert mit Blutplattchen/Koagulation; blau: Aktivierung von Neutrophilen und
Makrophagen; ALOX12: arachidonate 12-lipoxygenase, FCER1G: Fc receptor, IgE, high
affinity 1, gamma polypeptide, IL1R1: interleukin 1 receptor, type I, ITGA2B: integrin, alpha
2b, ITGB2: integrin beta 2, ITGB3: integrin, beta 3, LAT: linker for activation of T cells,
LIRB4: leukocyte immunglobulin-like receptor, subfamily B, member 4, MPO:
myeloperoxidase, PLEK: pleckstrin, SEPT5: septin, SLA: src-like adapter protein, STX11:
syntaxin 11

3.2.3 Validierung von Array-Ergebnissen durch RT-PCR

Zur Abschatzung der Aussagesicherheit der generierten Array-Daten wurde die
detektierte Deregulation einzelner Gene der Cluster durch quantitative RT-PCR (2.9)
Uberpruft. Hierzu wurde RNA der einzelnen Mauslinien mit dem TagMan® Reverse

Transcription Reagents Kit in cDNA umgeschrieben und mit genspezifischen Intron-
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Uberspannenden Primern (siehe Appendix 9.2) und dem SYBR Green PCR Master
Mix Kit die quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Es wurden drei technische Replika je
Probe eingesetzt und die Ratios der Genexpression mit der 2*CT-Methode
berechnet. Fir eine Vielzahl an Genen mit unterschiedlich starker Deregulation und
statistischer Signifikanz in den Mikroarray-Experimenten wurden Messungen in vier
Mauslinien im Vergleich zu Wildtyp-M&ausen durchgefiihrt. Hierbei korrelierten
weitestgehend sowohl die Ratios der Genexpression der beiden Methoden wie auch
die berechnete statistische Signifikanz (ein g-Wert von 1.0 entspricht in der
statistischen Aussagesicherheit einem p-Wert von 0.01 eines t-Tests). Die wenigen
grolReren Abweichungen traten bei kleinen Ratios der Genexpression oder aber
geringer statistischer Signifikanz auf (z.B. bei Four and a half LIM domains 1 bei
Doxorubicin-behandelten Mausen).

Tabelle 8: Validierung von Array-Daten. Mit Mikroarrays (Agilent) detektierte Ratios der
Genexpression unterschiedlicher statistischer Signifikanz wurden mit quantitativer RT-PCR
Uberprift. Bei den auf gepoolten RNA-Populationen beruhenden Mikroarray-Experimenten
wurde global Uber das gesamte Genom normalisiert und die statistische Signifikanz mit SAM
(Falsch-Positiv Rate, FPR) bestimmt. Bei den auf individuellen Messungen beruhenden RT-
PCR-Experimenten wurde Uber zwei Haushaltsgene (ribosomal protein PO und hypoxanthin-
phosphoribosyltransferase (Hprt)) normalisiert und die statistische Signifikanz mit einem

students t-Test (p-Wert) bestimmt. n.d.: nicht dereguliert

Doxorubicin erbB4 Doxorubicin MLP Plakoglobin
Array RT-PCR Array RT-PCR Array RT-PCR Array RT-PCR
Ratio] FPR |Ratie] p |Ratio[FPR [Ratic] p |Ratic] FPR [Ratio[ p [Ratio| FPR|Ratie] p
actin, alpha, skeletal muscle 12 300)| 20 0183 1.7 54| 23 0100 34 | 209 | 53 <0001
cardiac ankyrin repeat protein 2.0 0.6 3.8 0034] 24 16 | 26 0028) 66 | 209 | 46 «0.001) nd. 1.1  0.507
matriz gamma carboxyglutamat | 1.9 3.9 21 0008 | 1.7 16 | 26 0031 682 | 209 | 49 <0.007 nd. 1.0 0892
(gla) protein
four and a half LIM domains 1 1.8 1.3 20 023 | 60 6.1 14 0419 70  209) 90 =«0001 nd. 0.5  0.308
hatriuretic peptide precurser A 1.4 7.8 1.6 0137 ] 28 3.3 | 3.2 0086|273 209 [ 80.3 <0.001 n.d. 1.0 0.890
hatriuretic peptide precurser B | 8.3 0.6 7.1 0028 | 63 1.5 | 85 00o0os| 79 209 49 <0001 1.8 57| 1.8 0.164
cardiomyopathy associated 1 31 0.6 38 0178 24 20| 36 0038
transformantion related protein 1.3  0.021 15 0013
(trp 53, human: p53)
cyclin<ependent kinase 3.0 0.6 3.8 0035 27 20| 34 0044
inhikitor 1A
B-cell translocation gene 2, 22 0.6 3.2 (0098 16 7.0 28 005
anti-proliferati ve
BCL2-like 3.2 0.6 3.8 0000| 22 27 | 29 0032
growth arrest and DNA-damage- | 1.7 0.6 1.8 0363 1.8 15 ( 23 0011
inducible 45 gamma
glycoprotein Ib, beta polypeptide 38 | 57| 54 0013
coagluation factor |l (thrombin) 46 48| 7.9 0004
receptor like 2
arachidonate 124dipoxygenase 3.9 48| 44 0017
platelet factor 4 73 48| 67 0003
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3.3.1 Phanotypische Charakterisierung von heterozygoten Plakoglobin knockout

Mausen

Zur Charakterisierung der Herzfunktion von heterozygoten Plakoglobin knockout
Mausen wurden Tiere unterschiedlichen Alters (3, 6 und 10 Monate) untersucht
sowie 6 Monate alte Tiere nach intensivem 8-wdchigen Schwimmtraining (2.11). Bei
unveranderter linksventrikularer Funktion trat bei den trainierten und bei den 10
Monate alten heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen im Vergleich zu
entsprechenden Wildtyp-Mausen eine signifikante VergréRerung des rechten

Ventrikels auf (Echokardiographie; Tabelle 9).

Tabelle 9: Charakterisierung der Herzfunktion in heterozygoten Plakoglobin knockout
Mausen. Mittels Echokardiographie und Magnetresonanz-Bildgebung wurden bei
untrainierten Plakoglobin knockout Méausen (Alter: 3, 6 und 10 Monate) und trainierten
Plakoglobin knockout Méausen (Alter: 6 Monate) verschiedene Parameter der Herzfunktion im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen germessen. Es zeigte sich ein vergroRerter rechter Ventrikel
mit verringerter Pumpleistung bei trainierten 6 Monate alten Tieren und untrainierten 10
Monate alten Tieren. Die linksventrikulare Funktion war hingegen nicht beeintrachtigt.
Wildtyp: Wildtyp-Maduse; PG (+/-): heterozygote Plakoglobin knockout Mause

*: p<0.05 (students t-Test)

3 Monate 6 Monate 6 Monate trainiert > 10 Monate
Wildtyp | PG {+/) | Wildtyp | PG (+/) | Wildtyp PG (+/) | Wildtyp PG {+/]
Doppler Echokardiographie r=a n=9 n=3 n=9 n=16 n=13 n=14 n=21

Fldache des rechten Ventrikel
Wier-Kammerblick (mmZ2) - - 51058 | 705 | 7206 10£1.07] 7£04 17 £04%
Langsansicht {mm2) 5408  EB+14 | 705 7406 | 6G+03 713" 5+03 | 7403
Clueransicht (mm2) 404  Bx24 | 4£04 506 | 4£04 511 302 5027

Funktion des linken Ventrikel
enddiastolischer Durchmesser (3.2 +£0038 30+01|32+01 32+02]133+01 32+£01|31+£011 32401
endsystolischer Durchmesser (mm)] 16201 15+01|16+£01 16+01]16+£01 15+01|16+£01 16+01

Fractional Shortening (%) 5142 48 +4 a1 +2 a0 +3 51+ 1 52+ 1 48 +3 5243

Ejections Fraktion (%) 84 +£2 80 +4 83 +2 g2+2 83 £1 24 +£1 ] g2+2

kardialer Auswurf (ml/min) 1534+ 2 150£2 15521 138£1 163421 164£2 1372 16111
Schlagvalumen (pl) a0 +4 BO+8 B0 +6 A0+3 GO+3 B0+ 3 | A0+ 4 A0+ 3

Herzfrequenz (Schlage pro Minute) | 464 £16 | 434 £35 | 474422 479 +10 [ 417 +£13 | 424 +11 | 509+ 36 | 486 + 35
linksventrikulare Masse (mi) 713 78 +hE 94 +£3 93+3 95 +5 97 £45 94 +6 105 +6
Magnetresonanz n=4 n=4

Funktion des rechten Ventrikel

Ejections Fraktion (%) EYRE-E-

kardialer Auswurf (ml/min) 19+1 | 13+0.5°

Zudem war die Ejections Fraktion und der kardiale Auswurf reduziert und somit die
Pumpleistung des rechten Ventrikels eingeschrankt (Magnetresonanz-Bildgebung bei

6 Monate alten trainierten Tieren). Bei dem linken Ventrikel waren hingegen keine
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signifikanten Veranderungen in Masse, Abmessungen und Pumpleistung
festzustellen.

Die Untersuchung der Elektrophysiologie erfolgte am Langendorff-perfundierten
Herzen. Es wurde der Atrioventrikularknoten blockiert und dadurch die Umstellung
des Herzens von einem schnellen Sinusrhythmus zu einem langsameren
ventrikularen Ersatzrhythmus herbeigefihrt. Zur Detektion von Arrhythmien wurde
das monophasische Aktionspotential mit drei Kathetern an der freien Wand des
rechten Ventrikels, an der freien Wand des linken Ventrikels und am Septum
aufgezeichnet (siehe Abbildung D Appendix 9.1). Mit einer darauf folgenden
Kammerstimulation bei 200ms, 150ms und 100ms (je 40s) mit einem oktapolaren
elektrophysiologischen Mauskatheter wurde das Auftreten von Arrhythmien
provoziert und die resultierenden Aktivierungszeiten wurden vermessen.
AnschlieRend wurde das Protokoll der ventrikularen Kammerstimulation nach Gabe
von Orciprenalin (induziert eine starke Erhohung der Herzfrequenz; 2,5mg/l)

wiederholt.
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Abbildung 27: Spontane ventrikulédre Tachykardien (VT) in heterozygoten Plakoglobin
knockout Mausen. Nach Blockierung des Atrioventrikularknotens trat am Langendorff-
perfundierten Herzen von 6 Monate alten trainierten sowie 10 Monate alten heterozygoten
Plakoglobin knockout M&usen eine signifikant erhohte Anzahl an ventrikuléren Tachykardien
im Vergleich zu entsprechenden Wildtyp-Ma&usen auf. Im Gegensatz zu gréf3eren Organismen
zeigten allerdings auch gesunde Wildtyp-Mause bedingt durch die deutlich hohere
Herzfrequenz eine geringe Anzahl an Tachykardien.

WT: Wildtyp-Mduse; PG: heterozygote Plakoglobin knockout Mduse; *: p<0.05 (Fisher Test)
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Bei Durchfiihrung dieser Prozedur wurde sowohl bei 6 Monate alten trainierten als
auch 10 Monate alten heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen eine signifikant
erhdhte Anzahl an ventrikularen Arrhythmien im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
detektiert (siehe Abbildung 27).

3.3.2 Genexpressionsprofile von heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen

Es wurden die rechten Ventrikel von 6 Monate alten trainierten heterozygoten
Plakoglobin knockout M&ausen, trainierten Wildtyp-Mausen (je vier) und von zwei 6
Monate alten untrainierten Mausen (Wildtyp und heterozygoter knockout) prépariert.
Die mit TRIZOL®-Reagenz isolierte RNA (2.2.1) diente als Startmaterial fiir komplexe
Hybridisierungen mit Affymetrix Gene Chip Mouse Expression Set 430A Arrays (2.6).
Die Bestimmung der Signifikanz der differentiellen Genexpression erfolgte zwischen
den trainierten heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen und den trainierten
Wildtyp-Mausen mit SAM (2.8.6); der Vergleich der trainierten mit den beiden
untrainierten Kontroll-Mausen erfolgte nur auf der Basis der berechneten Ratios der
Genexpression. Im Vergleich zu den untrainierten Mausen induzierte das
Schwimmtraining die Expression einer Vielzahl an Hypertrophie-Markern und
reduzierte die Expression von pyruvate dehydrgenase kinase, isoenzyme 4 (PDKA4,
Inhibitor des kardialen Glukose Metabolismus) und PPARYy coactivator 1 alpha (PGC-
1, verstarkt den kardialen Fettsdaure Metabolismus) (siehe Abbildung 28 und Tabelle
A im Appendix 9.1).

Hingegen waren zwischen den 6 Monate alten trainierten heterozygoten Plakoglobin
knockout Mausen und trainierten Wildtyp-Mausen keine signifikanten
Genexpressionsunterschiede zu detektieren. In der Datenauswertung wurde sowohl
mit linearen als auch logarithmierten Intensitdten gerechnet und die Statistik mit
einfacher Zuordnung in zwei Gruppen (Wildtyp gegen heterozygoter knockout) oder
aber unter Bericksichtigung der Zuordnung der Tiere zu einzelnen Woirfen
(Paarbildung) durchgefihrt. Allein bei logarithmierten Ratios der
Genexpressionswerte der gebildeten Paare an Mausen gleicher Wiirfe deutete sich
die Deregulation einzelner Gene mit vergleichsweise hohen Falsch-Positiv-Raten an.
Entsprechende Genexpressionsunterschiede einer Auswahl an Genen konnten
jedoch durch quantitative RT-PCR (2.9) nicht bestatigt werden (z.B. myocyte
enhancer factor 2C und WD repeat domain 1).

Zusaétzlich zu den Mikroarray Experimenten wurden Kandidatengene fir ARVC

(connexin 43, sodium chanel protein type V, alpha subunit 3), Regulatoren fur
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Adipogenese (Ppary, CCAT enhancer-binding protein-a), Fibrose Marker (collagen
1A1, collagen 3A1) und ein Zielgen des Wnt-Signalwegs (cyclin D1) mit quantitativer
RT-PCR in den homozygoten und heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen im
Vergleich zum Wildtyp untersucht. Nur CCAT enhancer-binding protein-a zeigte in
den homozygoten Plakoglobin knockout Mausen eine verstarkte Expression

(Ratio=2.95, p=0.0060), alle anderen Gene waren unverandert.

A B

Control WT
Control PG
TRWT1
TRWT2Z
TRWT3
TRWT 4
TR PG 1
TR PG 2
TR PG 3
TR PG4

natriuretic peptide precursor A

early growth response 1

mitogen inducible gene 6

connective tissue growth factor

cysteine rich protein 61

PDZ and LIM domain 3

dual specificity phosphatase 1

activating transcription factor 4

myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta
myo cardin

NOT e Mmoo oy

PPAR gamma, coactivatoer 1 alpha (PGC-1) E E 4 E o E -
pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 E I S
2 FFF FFFRFFF

heat shock protein family, member 7 (cardiovascular)

Abbildung 28: Genexpressionsprofile von heterozygoten Plakoglobin knockout M&usen.
Es wurden Genexpressionsprofile von trainierten heterozygoten Plakoglobin knockout
Méusen mit ARVC im Vergleich zu den trainierten Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Das
Training induzierte im Vergleich zu untrainierten Mdusen (WT und PG) eine Vielzahl an
Markern fur Hypertrophie (A). Die Starke der Induktion war jedoch nicht genotyp-
/phanotypabhangig (TR WT 1 bis 4 bzw. TR PG 1 bis 4). Permutationsbasierte statistische
Verfahren sowie auch ein hierarchisches Clustering aller exprimierten Gene (basierend auf
den "detection p-values") zeigten keine Unterschiede in den Expressionsmustern von
heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen mit ARVC und trainierten Wildtyp-Mausen (B).
TR: trainiert; WT: Wildtyp-Maus; PG: heterozygote Plakoglobin knockout Maus

Zusatzlich zu dieser Analyse auf Ebene einzelner Gene wurden die zehn Individuen
unter Einbeziehung aller exprimierten Gene (basierend auf dem "detection p-value")
hierarchisch geclustert (2.8.7). Die beiden untrainierten Kontrolltiere und die acht
trainierten Tiere wurden so zwar getrennt, aber auch mit diesem statistischen
Verfahren ergaben sich keine Unterschiede zwischen den trainierten heterozygoten
Plakoglobin knockout M&ausen und den trainierten Wildtyp-M&usen (siehe Abbildung
28).
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3.3.3 Zelladhasionskomplexe in heterozygoten Plakoglobin knockout Méausen

Es wurden von je zwei Wildtyp- und heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen im
Alter von 10 Monaten mit Elektronenmikroskopie die Struktur des rechtsventrikularen
Myokards untersucht (2.12). Es wurden keine offensichtlichen Unterschiede in der
Struktur der Kardiomyozyten beobachtet (rAumliche Anordnung der Sarkomere und
Mitochondrien, Menge an extrazellularer Matrix, Anzahl an apoptotischen Zellkernen
und Mitochondrien, etc.). Im Gegensatz zu homozygoten knockout Mausen (siehe

|18

Abbildung 29 A, adaptiert von Ruiz et al.””) waren in heterozygoten sowohl
Desmosomen als auch adherens junctions vorhanden. Ihre Anzahl und Struktur wies
keine offensichtlichen Veranderungen zum Wildtyp auf, allerdings ist mit der
begrenzten Anzahl an untersuchten Tieren und Schnitten keine statistische Aussage

moglich.

(+)
Z

A. Plakoglobin (-/-)
5. R STELEHPE

B. Plakoglobin

C. Wildtype
2 & G 7 M

Abbildung 29: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Zelladh&sionskomplexe in
heterozygoten Plakoglobin knockout Méausen. Rechtsventrikuldres Myokard wurde von 10
Monate alten heterozygoten Plakoglobin knockout M&usen und Wildtyp Mé&usen prépariert
und die Ultrastruktur elektronenmikroskopisch untersucht. A. Ergénzt von: Ruiz et al.™®

D: Desmosomen; AJ: adherens junctions; S: Sarkomer; M: Mitochondrium
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4 Diskussion

Kardiomyopathien stellen trotz erheblicher Fortschritte in der Forschung, Therapie
und Diagnostik eine der groRen Herausforderungen in der Zukunft fir eine bessere
medizinische Versorgung der Bevélkerung dar. Als Haupttodesursache vor malignen
Tumoren verkirzen die Lebenserwartung eines Menschen im Durchschnitt um
sieben Jahre?. Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist durch eine Dilatation eines
oder beider Ventrikel und einer Stérung der systolischen Pumpfunktion
charakterisiert. Der umfangreiche Umbau der kardiovaskularen Gewebestruktur in
der DCM mit Apoptose von Kardiomyozyten, Fibrose und Inflammation ist in seinem
resultierenden Phanotyp gut charakterisiert, aber in seinen regulatorischen
Prozessen noch weitgehend unverstanden. Dementsprechend faf3t die Begrifflichkeit
DCM ein vergleichsweise heterogenes Krankheitsbild zusammen, welches in erster
Linie durch die makroskopische Dilatation des linken Ventrikels charakterisiert ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mausmodelle kardiomyopathischer Erkrankungen
im Vergleich zum humanen Krankheitsbild untersucht. Fir die Erforschung von
kardiovaskularen Erkrankungen sind Mausmodelle von besonderer Bedeutung: Sie
sind genetisch gut manipulierbar, trotz ihrer geringen GroRe kann eine erhebliche
Anzahl an Parametern der Herzfunktion quantitativ bestimmt werden und
Inzuchtlinien besitzen genetische Homogenitat. Zudem gibt es keine geeigneten
Zellkultur-Systeme zur Untersuchung der Funktion des Herzens und der Einsatz von
priméaren Kardiomyozyten ist sehr aufwendig und in der Aussagekraft zwangslaufig
aufgrund der fehlenden Struktur und Funktion des Gewebes limitiert. Humanes
Material von Patienten ist nur in geringem Umfang verfiigbar und stammt von
explantierten Herzen oder aber kleinsten Biopsien (2-3mm im Durchmesser). Um
eine gute Ubertragbarkeit der Ergebnisse von wissenschaftlichen Studien von einem
Tiermodell zu dem Menschen zu gewahrleisten, ist eine exakte Charakterisierung
und Verstandnis des Modellsystems erforderlich.

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mausmodellen lag die primére
Ursache der Erkrankung jeweils im kardialen Gewebe selber und wurde nicht durch
z.B. Verengung der Koronarien oder einen erhghten Blutdruck hervorgerufen. Es
wurden vier transgene Mauslinien (Plakoglobin-, MLP-, ErbB2- und ErbB4 knockout
Mause), ein chemisch induziertes Modell (Doxorubicin-behandelte Mause) und die
Kombination aus einer transgenen Mauslinie mit chemischer Induktion (Doxorubicin-
behandelte ErbB4 knockout M&use) untersucht. Alle genetischen Modelle zeigen

trotz der Unterschiedlichkeit in der Funktion der inaktivierten Gene eine Dilatation

102



des Herzens. Bei den herzspezifischen ErbB2- und ErbB4 knockout Mausen und den
MLP knockout Mausen entwickelt sich der Phanotyp im adulten Tier und ist als
solcher entsprechend der publizierten Charakterisierung als DCM zu bezeichnen
(2.1.1, 1.2.2 und 1.2.3). Bei den homozygoten Plakoglobin knockout Mausen flhrt
die Inaktivierung des Gens zu embryonaler Letalitdit (E12.0-16.0); in Folge
geschwachter struktureller Integritat dilatiert das Herz bereits kurz nach Einsetzen
der kardialen Pumpfunktion (ca. E8.0), bis es der steigenden biomechanischen
Beanspruchung nicht mehr standhalten kann (1.2.1). Entsprechend der Definition der
Krankeitsbilder ist der Phéanotyp als Dilatation, aber nicht als DCM zu bezeichnen.
Ein chronischer Krankheitsverlauf z.B. mit Remodellierung der Gewebestruktur und
Anderungen in der zellularen Zusammensetzung fehlt zwangslaufig aufgrund der
frihen embryonalen Letalitét (1.2.1). Die Gabe von Doxorubicin wird als
Chemotherapie bei malignen Tumoren eingesetzt und hat eine stark kardiotoxische
Wirkung, welche die Pumpleistung des Herzens reduziert und letztlich zu
Herzversagen fihren kann (1.2.4). Sekundar verursacht dies insbesondere bei
chronischem Krankheitsverlauf zusatzlich eine Dilatation. In der Regel wird aber das
Krankheitsbild nur als Kardiomyopathie bezeichnet, da die Kardiotoxizitat und
weniger die Dilatation Kklinisch relevant ist.

Die Diagnose bzw. Klassifikation einer DCM sowohl bei Patienten als auch
Tiermodellen basiert weitestgehend auf phanotypischen Parametern. Zu ihnen
zahlen z.B. makroskopisch die Abmessungen des Herzens, mikroskopisch
Veranderungen der zellularen Zusammensetzung des kardialen Gewebes und bei
der Funktion die Pumpleistung. Eine solche Klassifikation ist jedoch in ihrer Aussage
begrenzt, da sie keinen Aufschlul3 dber die potentiell unterschiedlichen
molekularbiologischen Vorgénge und Ausloser der Erkrankung zulaf3t und sich auf
den phanotypischen Endpunkt konzentriert. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit
Arrays zur Charakterisierung des kardialen Phanotyps auf transkriptioneller Ebene
eingesetzt, um die in der Pathogenese genomweit veranderte Genaktivitat

untersuchen zu konnen.

4.1 Genexpressionsanalysen mit minimalen RNA-Startmengen

Bei der Durchfihrung von Genexpressionsprofilen werden in Abhangigkeit der
eingesetzten Methodik der Markierungsreaktion erhebliche Mengen an RNA als

Startmaterial benotigt. Es werden z.B. fur typische cDNA Mikroarrays bei direkter
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Markierung mit fluoreszenten Nukleotiden wahrend reverser Transkription oder
Amino-Allyl-Markierung bis zu 50upg Gesamt-RNA eingesetzt (Beispiele siehe:
http://brownlab.stanford.edu/) und bei Oligonukleotid-Mikroarrays von Affymetrix 3-
5ug. Derartige Mengen sind jedoch haufig nicht verfigbar (z.B. bei Laser-
Dissektionen einzelner Zellen, Biopsien oder Gewebe von Mausembryonen), sodald
eine Amplifikation der RNA und/oder des zu detektierenden Signals erforderlich ist.
Insbesondere sogenannte "lineare" T7-Promotor-basierte Amplifikationsverfahren
haben sich in den letzten Jahren gegen "exponentielle" (z.B. PCR) durchgesetzt, da
sie in der Regel eine bessere Reproduzierbarkeit und Reprasentation langer
Transkripte gewahrleisten®’. Trotzdem sind die méglicherweise durch wenigstens
zwei zusatzliche enzymatische Reaktionen (reverse Transkription und in vitro-
Transkription) verursachten Effekte auf eine komplexe Population unterschiedlicher
mRNA-Molekille nur schwer kalkulierbar. Daher wurden zur Uberprifung der
Vergleichbarkeit der erhaltenen Ergebnisse von Genexpressionsprofilen sowonhl
Experimente mit Gesamt-RNA als Startmaterial als auch mit aRNA als Startmaterial
(zwei Runden der Amplifikation) durchgefiihrt (3.1.1). Als biologisches Material diente
RNA von HEK293- und Hela-Zellen. Die Korrelationskoeffizienten der
Signalintensitaten der Hybridisierungen zwischen beiden Zelltypen lagen fur Gesamt-
RNA und aRNA in einer vergleichbaren Grof3enordnung. Die berechneten Ratios der
Genexpression sowie das Verhaltnis von Signalintensitat zu Hintergrundintensitat
zeigte bei signifikant deregulierten Genen zwischen Gesamt-RNA und aRNA eine
gute Reproduzierbarkeit. Ein Vergleich der jeweils 50 mit hochster Signifikanz
deregulierten Gene lieferte eine Ubereinstimmung von 62%. Dies ist eine
vergleichsweise hohe Prozentzahl, da sich auch bei der Wiederholung eines
Experiments mit gleichem Startmaterial (z.B. in beiden Fallen Gesamt-RNA)
Variationen einer leicht veranderlichen Grof3e wie z.B. eines p-Wertes ergeben (fur
publizierte Sudien zur Anwendbarkeit von Amplifikationsprotokollen siehe Patel et
al.®® King et al.* und Cope et al®’; zur Reproduzierbarkeit von Array-Ergebnissen bei
identischem Startmaterial siehe Guo et al.”* und Shi et al.%).

Allerdings erfordert der Einsatz von derartigen Amplifikationsprotokollen eine
Parallelisierung der enzymatischen Reaktionen und Qualitatskontrollen auf allen
maoglichen Ebenen: Amplifikate, welche in einem Experiment eingesetzt werden,
mussen ahnliche GroélRenverteilungen aufweisen und Hybridisierungsergebnisse sind
in Hinblick auf unspezifische Bindungsreaktionen zu dberprifen. Durch den

sorgfaltigen Einsatz solcher Amplifikationsverfahren werden Genexpressionsprofile
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ausgehend von nur wenigen Zellen méglich und erweitern das Anwendungsspektrum
der Methode erheblich®.

Zusatzlich zu der Validierung der Einsetzbarkeit in Array-Experimenten wurde
guantitative RT-PCR mit aRNA im Vergleich zu Gesamt-RNA durchgefuhrt. Fur
sechs Gene, welche in ErbB4 knockout Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen in
einem Array-Experiment dereguliert gefunden wurden, erfolgte die Durchfiihrung der
guantitativen RT-PCR mit beiden RNA-Typen als Startmaterial. Zwischen Gesamt-
RNA und aRNA ergaben sich fir die berechneten Ratios der Genexpression nur
geringe Unterschiede und die Induktion der Expression zwischen ErbB4 knockout
Mausen und Wildtyp-Mausen war jeweils statistisch signifikant (siehe Abbildung 13).
Diese Ergebnisse in Vergleichsexperimenten fir Array-Hybridisierungen und fur
guantitative RT-PCR belegen, dal3 bei sorgfaltiger Anwendung von T7-Promotor-
basierten Amplifikationsverfahren aRNA an Stelle von Gesamt-RNA als Startmaterial

genutzt werden kann.

4.2 Herstellung von kardialen Themenarrays mit optimierten

Protokollen

Fur die Erstellung von Genexpressionsprofilen humaner Herzproben wurde ein
organspezifischen Array-Format angestrebt. Dieses sollte mdglichst viele der im
Herzen exprimierten und durch Array-Hybridisierungen detektierbaren Gene
beinhalten. Ein solcher reduzierter Gensatz bietet den Vorteil der einfacheren
Handhabung in der Herstellung und einer verringerten Anzahl an Falsch-Positiven in
der Auswertung, bedingt durch insgesamt weniger Gene/Proben bei gleichzeitig
mehr Replika

Im Gegensatz zu anderen Erkrankungen (z.B. malignen Tumoren) sind bei
Kardiomyopathien die Veranderungen in der Genexpression vergleichsweise gering
(1.3.6). So zeigten in einer Studie von Steenman et al. (2005)* nur sechs von 43
deregulierten Genen eib Ratio, das gré3er war als drei.

Um ein somit erforderliches hohes Mal} an Sensitivitdt bei den selbst produzierten
Mikroarrays zu erreichen, wurden unterschiedliche Parameter bzw. Materialien zur
Herstellung verglichen (3.1.2). Als Basis hierfiir dienten Vorarbeiten von Dr. Florian
Wagner (RZPD, Berlin), Dr. Claus Hultschig und Dr. Oliver Bauer (beide Max Planck
Institut fur Molekulare Genetik, Berlin). Entsprechend der in diesen Vorarbeiten

generierten Erkenntnisse wurden vier Array-Typen, drei Spotting-Puffer und zwei
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Arten der Aufreinigung von PCR-Produkten verglichen. Es wurden Telechem
Superamine SMM, Corning CMT GAPS 40006, Sigma-Prep Silane S4651 und Sigma
Screen S9936 eingesetzt. Alle Array-Typen verflugten Uber freie Amino-Gruppen,
wobei Sigma-Prep Silane S4651 nicht speziell fur Array-Anwendungen entwickelt
wurden. Bei den Spotting-Puffern handelte es sich um Micro Spotting Solution Plus
MSS, 3 x SSC und 50% DMSO. Zudem wurden zwei Arten der Aufreinigung
verglichen: Eine Fallung mit Ethanol ist experimentell wenig aufwendig und zudem
kostengiinstig, allerdings werden potentiell die Primer und andere Komponenten der
PCR-Reaktion nicht vollstandig abgetrennt. Eine Reinigung mit einer S&aule oder
Membran (QIAquick PCR Purification Kit oder andere S&ulen bzw. Molekularsiebe)
ist experimentell vergleichsweise aufwendig und teuer, aber es wird eine hohe
Reinheit bei den erhaltenen PCR-Produkten erreicht.

Eine Vielzahl an Parametern kennzeichnet die Leistungsfahigkeit eines Arrays;
hierzu gehoren z.B. der dynamische Bereich, die Spezifitdit der Bindung, die
Sensitivitat und die Spot-Morphologie®*®. In dem Evaluierungsexperiment wurde ein
radioaktiv-markiertes PCR-Produkt in Verdinnungsreihen gespottet, um die
immobilisierten Mengen detektieren zu kdnnen. Hierbei zeigten sich zwischen den
unterschiedlichen  Array-Formaten und  Aufreinigungsformen nur geringe
Unterschiede und bei den Spotting-Puffern wurde bei Micro Spotting Solution Plus
MSS und 3 x SSC deutlich mehr PCR-Produkt immobilisiert als mit 50% DMSO.
Selbst bei relativ hohen Konzentrationen (500ng/ul) wurde mit keiner der
Verdunnungsreihen eine Sattigung der Oberflache erreicht. Zur Bestimmung der
Zuganglichkeit der unterschiedlichen immobilisierten PCR-Produkte wurden
Hybridisierungen mit beliebigen fluoreszenten 15mer-Nukleotiden durchgefiihrt.
Erneut waren zwischen den einzelnen Array-Typen nur geringe Unterschiede
festzustellen, aber PCR-Produkte, die mit dem QIAquick PCR Purification Kit
gereinigt wurden, wiesen eine deutlich bessere Zugéanglichkeit auf als durch Fallung
gereinigte PCR-Produkte. Die homogenste Spot-Morphologie war bei PCR-
Produkten mit Micro Spotting Solution Plus MSS zu beobachten und das
Hintergrundsignal lag bei allen Array-Typen in einer vergleichbaren Gré3enordnung.
Ein solches Evaluierungsexperiment kann helfen, die Qualitat der Kombination aus
unterschiedlichen Parametern wie Array-Typ, Spotting-Puffer und
Aufreinigungsmethode zu beurteilen. Die Variation einzelner, vergleichsweise trivialer
Parameter des Herstellungsprozesses von Mikroarrays hat einen erheblichen Einflu3
auf die Qualitat des Ergebnisses (z.B. Luftfeuchtigkeit beim Trocknen der
gespotteten PCR-Produkte)®®?” 8, In Folge dessen wurden in der vorliegenden Arbeit

Protokolle der Herstellung verglichen und es kann z.B. keine absolute Aussage
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getroffen werden, welcher Array-Typ der leistungsfahigste ist. In der
Zusammenfassung aller analysierten Qualitatswerte wurden mit PCR-Produkte,
welche mit einer Saule gereinigt und mit Micro Spotting Solution Plus MSS auf
Telechem Superamine SMM gespottet wurden, die qualitativ hochwertigsten
Ergebnisse erzielt. Diese Prozedur wurde anschlieBend zur Herstellung kardialer
Themenarrays eingesetzt.

Durch  Erstellung von Genexpressionsprofilen  unterschiedlicher  kardialer
Erkrankungen mit Makroarrays des Human Unigene Set 2 wurde eine magglichst breit
angelegte Identifikation kardial exprimierter Gene durchgefiihrt (3.1.3). Ausgehend
von 74.695 cDNA Klonen des Sets wurden 11.192 (15%) von ihnen entsprechend
der Hybridisierungsergebnisse als signalgebend definiert. Im Vergleich zu anderen
Geweben/Zellen (z.B. Gehirn oder embryonalen Stammzellen) ist der Anteil der
expremierten Gene des (Herz-) Muskels relativ gering (siehe
http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/). Diese identifizierten Klone wurden zu einem
neuen Klonsatz zusammengestellt und auf das Vorhandensein von bekannten
Kardiomyopathie-Markern hin Uberprift. Bis auf eine Kontaminate (NPPA) waren alle
Gene vorhanden; welches die grundsatzliche Anwendbarkeit eines solchen
screening Ansatzes belegt. Folgend wurden die kardialen Themenarrays

entsprechend der zuvor optimierten Bedingungen hergestellt.

4.3 Genexpressionsmuster von Mausmodellen kardiomyopathischer

Erkrankungen

Zur vergleichenden Charakterisierung von sechs Mausmodellen
kardiomyopathischer Erkrankungen (Plakoglobin-, ErbB2-, ErbB4- und MLP knockout
Mause, Doxorubicin-behandelte Mause und Doxorubicin-behandelte ErB4 knockout
Mause) auf transkriptioneller Ebene wurden Genexpressionsprofile erstellt. Gepoolte
Sonden von vier bis acht Tieren pro Zustand im Vergleich zum Wildtyp wurden auf
Agilent Mikroarrays (~8.700 cDNA-Proben) hybridisiert. Entsprechend der zuvor
gezeigten Validitdit wurde eine T7-Promotor-basierte Amplifikation der RNA der
Plakoglobin  knockout Mausembryonen vorgeschaltet (3.1.1). Mit den vier
technischen Replika der Hybridisierungen wurden durch die statistische Auswertung
mit SAM die deregulierten Gene identifiziert (siehe Tabelle 3 und Appendix 9.3.2). In
der Validierung der Array-Ergebnisse auf Ebene einzelner Tiere mittels RT-PCR

zeigte sich eine gute Reproduzierbarkeit sowohl bei den Ratios der Genexpression
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als auch der statistischen Signifikanz (3.2.3). Aufgrund der Unterschiedlichkeit des
experimentellen Designs (z.B. gepoolte Sonden bzw. individuelle Sonden) und der
statistischen Auswertung beider Methoden (SAM und t-Test) ist diese Ahnlichkeit
zwischen den p- und FPR-Werten allerdings nicht beliebig auf andere Array-
Experimente Ubertragbar. Zwingend erforderlich fir einen solchen experimentellen
Ansatz mit gepoolten Proben und einer guten Aussagefahigkeit der Ergebnisse ist
ein weitgehend homogenes Genexpressionsmuster der biologischen Replika.

Um die Ergebnisse der einzelnen Array-Experimente der sechs Mausmodelle
vergleichen zu konnen, wurde ein hierarchiches Clustering aller signifikant
deregulierten Gene durchgefiihrt (1879 Proben, FPR<10% bei zumindest einem
Mausmodell). Ein hierarchisches Clustering gruppierte Gene nach der Ahnlichkeit
ihrer Expressionsverlaufe Uber die betrachteten sechs Mausmodelle mit jeweils vier
technischen Replika. Innerhalb der Baumstruktur ergaben sich einzelne Cluster mit
sehr spezifischen aber auch unspezifischen Expressionsverlaufen. Die Funktion der
Gene von vier erhaltenen Clustern wurde mit DAVID und Ingenuity naher

charakterisiert.

Induktion von Apoptose durch Doxorubicin in Wildtyp- und ErbB4 knockout Mausen

Ein Cluster mit Genen, welche vornehmlich in den Doxorubicin-behandelten Mausen
(Wildtyp und ErbB4 knockout) induziert waren, ist in Abbildung 19 dargestellt. Die
funktionelle Analyse zeigte eine starke Anreicherung in diesem Cluster von Genen,
die in der Apoptose und StreRantwort eine Rolle spielen (siehe Tabelle 4 und
Abbildung 20). Diese vergleichsweise starkste Induktion der Expression dieser Gene
mag in der kardiotoxischen Wirkung der Substanz begriindet liegen. In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, daf3 p53 (trp53) durch Doxorubicin induziert wird und
daR3 eine Inaktivierung des p53-Signaltransduktionsweges (knockout oder chemisch)
die Apoptose in behandelten Kardiomyozyten reduziert®'%. Mehrere Gene, welche
in dem p53-Signaltransduktionsweg involviert sind und auf beschadigte DNA
reagieren, wurden in Doxorubicin-behandelten Tieren aktiviert (cyclin dependent

103,104.
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dependent kinase und growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma
p53 (trp53) selber war nicht in dem Gensatz des Array-Formates vorhanden, es
konnte aber durch quantitative RT-PCR eine erhdhte Expression in den Doxorubicin-
behandelten Wildtyp- und ErbB4 knockout Mausen nachgewiesen werden (siehe
Tabelle 8). Die Aktivierung dieser Gruppe von Genen fihrt zu einer Unterbrechung

des Zellzyklus, wobei cyclin dependent kinase inhibitor 1A und growth arrest and
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DNA-damage-inducible, gamma zusammen in einem Komplex agieren kdnnen'%,
Ein ahnliches Expressionsmuster zeigten Bcl2-like und myelocytomatosis oncogene,
die sowohl apoptotisch als auch anti-apoptotisch wirken kénnen%®**°,

Eine sehr spezifische Aktivierung bei Doxorubicin-Behandlung war bei dem Gen
cardiomyopathy associated 1 (CMYAL oder auch Xin) zu beobachten. CMYAL ist an
dem BMP-Nkx2.5-MEF2C Signaltransduktionsweg in der kardialen Morphogenese
beteiligt und lokalisiert im adulten Herz in den adherens junctions. In der
pathologischen Hypertrophie bei Tiermodellen wurde CMYA1 induziert gefunden***.
Teilweise erfolgte eine Aktivierung dieser Apoptose-assoziierten Gene auch bei den
genetischen DCM-Mausmodellen; der Grund mag in der auch bei der DCM
auftretenden Apoptose ohne Doxorubicin-Behandlung liegen (1.1.1). Insbesondere in
den ErbB4 knockout Mausen wurde mehrere apoptotische Gene aktiviert (z.B. cyclin
dependent kinase inhibitor 1A, glucokinase activity und Bcl2-like). In kardialem
Gewebe wird von dem Endothelium neuregulin freigesetzt und bindet an ErbB2-
ErbB4 Heterodimere und ErbB4-ErbB4 Homodimere der Kardiomyozyten, wodurch
Wachstum und Uberleben induziert werden*2.In publizierten in vitro Studien bleibt
umstritten, ob hierbei ErbB2 oder ErbB4 die essentielle Rolle spielt'** 3. Ebenso
widerspruchlich bleiben Untersuchungen zur Apoptose in zwei unterschiedlichen
ErbB2 Mauslinien*” **; in den generierten Genexpressionsdaten beschrénkte sich die

Aktivierung einiger apoptotischer Gene allerdings auf den ErbB4 knockout.

Induktion von Gewebe-Remodellierung in MLP knockou Mausen

Ein Cluster beinhaltete Gene, welche vornehmlich eine Induktion in den MLP
knockout Mausen zeigten (siehe Abbildung 21). Die funktionelle Analyse zeigte eine
starke Anreicherung von Genen in diesem Cluster, die in der Muskelentwicklung und
—kontraktion eine Rolle spielen (siehe Tabelle 5 und Abbildung 22) und unter
anderem in der kontraktilen Faser, dem Aktin Zytoskelett und der extrazellularen
Matrix lokalisiert sind. Die verstarkte Expression von Genen der extrazellularen
Matrix deutet auf einen Umbau der Gewebestruktur mit starker Fibrose hin** und ist
fir eine DCM aber auch andere Kardiomyopathien charakteristisch**>®,
Transforming growth factor S gilt als Marker fur solche Umbauprozesse und induziert

die Expression von connective tissue growth factor; beide wirken pro-fibrotisch'*®°,
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Genotyp- und Behandlungs-unabhangige Induktion von Genen

Eine Gruppe von Genen in Cluster 1 und 2 zeigte aber eine erhéhte Expression in
fast allen Mausmodellen; wobei natriuretic peptide precursor B (NPPB) als einziges
Gen Ubereinstimmend an allen Mausmodellen im Vergleich zum Wildtyp verstarkt
expremiert war (FPR<10%, Cluster 1). NPPB bildet zusammen mit dem natriuretic
peptide precursor A (NPPA, Cluster 2) und dem natriuretic peptide precursor C
(NPPC) eine Familie von natriuretischen Peptiden, die eine diuretische, vasodilative
und anti-mitogene Wirkung besitzen und zudem eine wichtige Rolle in der
kardiovaskularen, renalen und endokrinenen Homoostase spielen. NPPA und NPPB
stellen die verlaRlichsten Markergene fir eine Kardiomyopathie dar und werden

sowohl in einer Vielzahl von Tiermodellen'?®!#122

als auch bei entsprechenden
humanen Erkrankungen in ihrer Expression induziert (1.3.6). NPPA sowie NPPB
werden vom Myokard sezerniert und konnen im Blutplasma quantitativ
nachgewiesen werden. Insbesondere fir NPPB konnte gezeigt werden, daf3 die
bestimmten Plasma-Konzentrationen prognostischen Wert fir Patienten mit
Herzversagen besitzen?'?*1% zusatzlich zu dieser wichtigen Rolle als Marker fiir
kardiale Fehlfunktion besitzen sie auch regulatorische Eigenschaften insbesondere in
der Hypertrophie. Der Transkriptionsfaktor GATA4 aktiviert zusammen mit NFAT3'?¢,
GATA6'", TEF'*®, dHAND'® und anderen die Expression von NPPB. NPPB und
NPPA wirken antagonistisch auf die kardiale Hypertrophie und Wachstumfaktor-
vermitteltes Zellwachstum. So fiihrt zum Beispiel eine Uberexpression von NPPA zu
verkleinerten Herzen und in knockout Modellen wird Hypertrophie beobachtet**°.
NPPB und NPPA zeigen zusammnen mit actin, alpha skeletal muscle (ACTAL) in
einer erheblichen Zahl an publizierten Studien Uber Kardiomyopathien bzw.
Herzversagen eine erhOhte Expression, welche sich in Richtung der
Expressionsniveaus im fotalen Entwicklungsstadium bewegen. lhre Aktivierung wird
daher als das "fétale Genprogramm" bezeichnet**",

Ein &hnliches Expressionsmuster mit einer Aktivierunung in allen Modellen
abgesehen von dem Plakoglobin knockout zeigten: down syndrome critical region 1,
enabled homolg (entspricht NPC derived proline rich protein 1), four and a half LIM
domains 1, cardiac ankyrin repeat protein, matrix gamma-carboxyglutamate (gla)
protein, microfibrillar associated protein 5 und thrombospondin 4 (siehe Abbildung 19
und 21).

Calcipressin stellt das Genprodukt von down syndrome critical region 1 (DSCR1) dar
und ist in die VEGF-induzierte Migration von Endothel-Zellen und Angiogenese

involviert™®?. Es bindet zudem calcineurin und inhibiert dadurch die Translokation von
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N-FAT in den Nucleus und die damit verbundene Aktivierung von Hypertrophie-
assoziierten Genen'®. AuRRerdem konnte die Bindung an calcineurin &hnlich wie bei
den Medikamenten Cyclosporin A und FK506 eine Unterdriickung der Immunantwort
herbeifiihren®3,

Enabled homolog (Drosophila)(ENAH) gehoért zusammen mit vasodilator-stimulated
phosphoprotein (VASP) und Enah/Vasp-like (EVL) zur Enah/VASP Proteinfamilie.
Sie weisen zwei Domanen auf (EVH1 und EVH2), die sie zur Interaktion mit
mehreren Proteinen des Fokalen Adhasions Komplexes (z.B. vinculin, zyxin) und
Aktin-bindenden Proteinen (profilin) befahigen. Zudem kann ENAH durch die protein
kinase A phosphoryliert werden'™® und lokalisiert an Aktin-StreRfasern und
Filopodia/Lamellipodia'®*. ENAH und VASP bilden durch Oligomerisierung einen
gemeinsamen Komplex und werden im Herzen in hohen Konzentrationen in den
intercalated discs gefunden, wo sie eine wichtige strukturelle Aufgabe fir die
Integritat des Myokards erfiillen. Die Inaktivierung nur eines der beiden Gene flhrt im
Tiermodell zu keinem Kkardialen Phanotyp, wohingegen die herzspezifische
Inaktivierung beider Gene DCM hervorruft'*’.

Four and a half LIM domains 1 (FHL1) gehért zur Familie der "LIM-only"-Proteine
und wird sowohl im adulten Herzen als auch wahrend der Organentwicklung stark
exprimiert. Uber die Funktion des Proteins ist nur wenig bekannt; es bindet an das
myosin-bindende protein C und wirkt dadurch auf die Assemblierung des Sarkomers

ein®™®.  Zudem wurde es sowohl in Mausmodellen kardiomyopathischer

° als auch bei Patienten mit HCM**® in der Expression induziert

Erkrankungen®®
gefunden. Diese Induktion war jeweils, wie bei funf der sechs im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Mausmodellen, auf FHL1 beschrankt und FHL2-4 waren in der
Regel nicht dereguliert.

Das cardiac ankyrin repeat protein (CARP) gehort zusammen mit dem diabetes
related ankyrin repeat protein (DARP oder ANKRD23) und dem ankyrin repeat
domain 2 (ANKRD2) zu den Muskel Ankyrin Repeat Proteinen. Die Induktion ihrer
Expression erfolgt als StreRantwort auf Verletzung/Hypertrophie (CARP), Verlust von
Nerven/Zugbeanspruchung (ANKRD2) und in der Erholungsphase nach Hungern
(DARP)*!. Eine direkte Bindung von CARP an DNA wurde bisher nicht beschrieben,
aber es wurde postuliert, dall CARP als Co-Repressor im Zusammenspiel mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren agiert und damit die Expression kardialer

142

Gene unterdriickt Zusatzlich zu dieser Funktion ist das Protein fir den

h 143

strukturellen Erhalt des Sarkomers verantwortlic , interagiert mit Titin-Filament-

1 144

basierten StreR-Antwort Komplexen™! und wird mit Arteriogenese assoziiert'*. In

verschiedenen Tiermodellen kardiomyopathischer Erkrankungen'*® und bei Patienten
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mit Herzkrankheiten wurde CARP induziert gefunden®*. In vitro Studien mit
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten, die eine Reduktion der CARP- als auch BNP
Expression in Folge von einer Doxorubicin-Behandlung zeigen**’, scheinen nicht auf
die in vivo Situation Ubertragbar zu sein.

Matrix gamma carboxyglutamate (gla) protein (MGLAP oder MGP) ist ein Protein der
extrazellularen Matrix und wird mit erhOhter Expression in atheriosklerotischen
Plaques gefunden'®. Es wird angenommen dafRk es dort méglicherweise als Inhibitor
eine weitere Verkalkung zu limitiert. Defizienz von MGLAP in Mausen oder dem
Menschen fiihrt zu schwerer Gefal3verkalkung und Stdérungen in der vaskularen
Differenzierung'*®**®°. Es interagiert mit dem bone morphogenetic protein (BMP2),
einem die Verkalkung fordernden Faktor, und in Abh&ngigkeit der relativen
Konzentrationen der beiden Proteine wirkt MGLAP inhibierend oder verstarkend®".
Microfibrillar-associated protein 5 (MFAPS oder microfibril-associated glycoprotein 2
(MGP2)) ist ein Protein der extrazellularen Matrix und interagiert mit Fibrillinen und
Fibrillin-enthaltenden Mikrofibrillen'®>. Méglicherweise wirkt es zudem uber eine
Interaktion mit jagged 1, einem DSL (Delta/Serrate/LAG2) Protein, tUber den Notch-
Rezeptor auf die Zell-Differenzierung ein*.

Thrombospondin 4 (THBS4) gehért zur Proteinfamile der Thrombospondine mit
insgesamt funf Mitgliedern. Thrombospondine sind Kalzium-bindende Glycoproteine
der extrazelluldaren Matrix. Sie unterstitzen durch Bindung an Zell-
Adhasionsrezeptoren und Molekile der extrazellularen Matrix die Zell-Zell-Kontakte,
wodurch sie an Prozessen wie Adhasion, Regulation der Zellform, Migration,
Angiogenese und Wundheilung beteiligt sind***. Einzelnukleotidpolymorphismen in
THBS4 zeigen eine hohe Assoziation mit Erkrankungen der Koronarien'™ und
Herzinfarkt'*®. Zudem wurde THBS4 in Kardiomyopathien neben anderen Genen der
extrazellularen Matrix in Genexpressionsstudien iberexprimiert gefunden®®’.

Die Induktion von Genen des fotalen Genprogramms (NPPB, NPPA und ACTA1L),
der extrazellularen Matrix (MGLAP, THBS4, MFAP5) und mehrerer
zytoplasmatischer Gene erfolgte weitgehend unabhangig von der Inaktivierung des
jeweiligen Gens bzw. der Doxorubicin-Behandlung in allen Mausmodellen. Eine
Ausnahme bildete die Plakoglobin knockout Maus, bei der nur NPPB als typischer
Marker einer Kardiomyopathie induziert wurde. Dieser Unterschied lag vermutlich in
dem embryonalen Letalitdt und der somit nur wenigen zur Verfigung stehenden Zeit
zur Entwicklung des Phanotyps bis zur Gewebeentnahme begriindet (von ca. E8.0
bis E10.0). Zudem sind in dem ErB2 knockout insgesamt nur wenige Gene (35) und

diese schwach dereguliert.
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Dieser Satz der in wenigstens vier von sechs Mausmodellen induzierten Gene ist
nicht spezifisch fir eine DCM, sondern wird auch in anderen Kardiomyopathien
induziert gefunden. So wurde ausnahmlos jedes dieser Gene bei einer Hypertrophie,
welche durch Verengung der Aorta in Mausen herbeigefiihrt wurde, ebenso induziert
(1.3.4, Daten im Detail nicht gezeigt bzw. Siehe Witt et al.®®). Dieses
Expressionsmuster représentiert also eine allgemeine Antwort auf eine UberméaRige
biomechanische Beanspruchung des Herzens, welche vom Ursprung weitgehend
unabhangig ist.

Reduktion von Genen des Metabolismus in MLP knockout Mausen

Eine grol3ere Anzahl an Genen zeigte zudem eine spezifische Reduktion in der
Expression in den MLP-knockout Mausen (siehe Abbildung 23). Zu ihnen z&hlten
insbesondere mitochondrial exprimierte Gene und solche des Metabolismus (siehe
Tabelle 6 und Abbildung 24). Fehlfunktionen im respiratorischem System wurden in
mehreren Studien mit kardialem Gewebe von der HCM und der DCM beschrieben.
Es wurden sowohl Mutationen®® als auch Veranderungen der enzymatischen
Aktivitat beobachtet’*®®®, Auf Ebene des Transkriptoms sind die beobachteten
Veranderungen fir Gene des Metabolismus und der Atmungskette in den bisher
veroffentlichen Studien jedoch widersprichlich und zeigen keinen einheitlichen

Trend*®*

. Hingegen bestétigt die detektierte reduzierte Expression mitochondrialer
Gene die Beobachtung von van den Bosch et al., dafl3 in MLP knockout Mausen die
Anzahl an Mitochondrien verringert ist und es in Folge dessen zu Energiemangel
kommt®*.

Ein weiteres spezifisch in MLP knockout Mausen in der Expression reduziertes Gen
stellt histidine-rich calcium-binding protein (HCR) dar. Es bindet Kalzium und
entsprechend verschiedener Publikationen lokalisiert es innerhalb des
Sarkoplasmatischen Retikulums oder aber an dessen zytoplasmatischer
Oberflache'®®'®,  Sowohl in Tiermodellen fiir Herzinsuffizienz als auch
entsprechenden humanen Gewebeproben wurde HCR reduziert gefunden® und
eine Uberexpression in transgenen Mausen oder Ratten-Kardiomyozyten fuihrt zu

gestorter Kalziumhoméostase®®.

Induktion von Gewebsverletzung in homozygoten Plakoglobin knockout Mausen

In einem weiteren Mausmodell-spezifischen Cluster gruppierten sich Gene mit einer

Induktion der Expression nur bei den Plakoglobin knockout Mausen (siehe Abbildung
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25). In dieser Gruppe befanden sich Gene, die eine typische Antwort auf eine
Gewebsverletzung mit Invasion von inflammatorischen Zellen und Koagulation von
Blutplattchen anzeigen (siehe Tabelle 7 und Abbildung 26). Ein Marker fur die
Invasion mit Neutrophilen ist die von diesen Zellen exprimierte myeloperoxidase.
Diese baut nach Muskelverletzung vermehrt entstehende Wasserstoffperoxid ab und
kann dabei in Abh&ngigkeit der biochemischen Umgebung noch reaktivere und
zytotoxischere Radikale freisetzen'®. Makrophagen und Neutrophile beseitigen
beschadigte Kardiomyozyten und tragen zu einer Regeneration des Gewebes bei'®’.
In den homozygoten Plakoglobin knockout Mausen ist die strukturelle Integritat durch
das Fehlen eines solch wichtigen Zell-Adh&sionsproteins allerdings zu stark
geschwacht und die Mause sterben in der Regel zwischen E12 und E16 der
Entwicklung.

4.4 Genexpressionsmuster der DCM in Mensch und Maus

Eine groRe Anzahl an Array-Studien wurde mit Gewebe von Patienten mit
Kardiomyopathien durchgefiihrt, allerdings ist die Ubereinstimmung in den
erhaltenen Genexpressionsmustern jedoch vergleichsweise gering (siehe 1.3.6 und
Saoudou et al.'®®). Unterschiedliche Faktoren mégen hierfir ursachlich sein. Es
wurden unterschiedliche Array-Plattformen und Methoden der Datenauswertung
eingesetzt. Haufig wurden nur wenigen Patienten pro Zustand (z.B. DCM)
miteinbezogen oder aber unterschiedliche Stadien der Erkrankung untersucht.
Erschwerend kommt hinzu, daf3 fir solche Array-Studien eine gréf3ere Anzahl an gut
charakterisierten gesunden Kontrollen in der Regel kaum verfligbar ist. Im Vergleich
zu anderen Erkrankungen (maligne Tumore oder inflammatorische Erkrankungen) ist
zudem die Anzahl an stark deregulierten Genen und damit gut detektierbaren
Unterschieden bei Kardiomyopathien sehr gering. Es erreichten nur NPPA und
NPPB als charakteristische Kardiomyopathiemarker in mehreren Studien
Genexpressionsratios >5, trotzdem wurden sie nur in ca. Der Halfte der publizierten
Studien in ihrer Expression induziert gefunden. AuRerdem ist die Variabilitdt der
Genexpression im Menschen zwangslaufig deutlich héher als bei Tiermodellen mit
Individuen, die einen identischem genetischen Hintergrund aufweisen.

In Folge dessen ergibt sich ein vollstandigeres Bild der in der DCM ablaufenden
Prozesse nur in einer Zusammenfassung der vielen Array-Studien und die

Deregulation von Genen ist dann als valide bzw. charakteristisch anzusehen, wenn
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sie in mehreren Studien gefunden wurde (fiir eine Ubersicht siehe Kittleson et al.*®,
Barth et al'® und Sharma et al'™). Inwieweit solche deregulierten Gene
prognostischen Wert zur Klassifikation unterschiedlicher Kardiomyopathien besitzen,
bleibt anhand der wenigen verfigbaren vergleichenden Studien und deren
Inkonsistenz jedoch offen’®!"2'"® Einen erheblichen EinfluR auf die Genexpression
hat zudem die Medikation des Kardiomyopathie Patienten. Es wurde z.B. gezeigt,
dal3 der Einsatz von Beta-Blockern die Aktivierung des fotalen Genprogramms
erheblichen reduziert'".

Fur die DCM wurden insbesondere fiir Gene des Zytoskeletts/Sarkomers, der
extrazellularen Matrix, des Metabolismus und der Immunantwort eine verénderte
Expression beschrieben (1.3.6). Bei der Genexpressionanalyse von zwdlf DCM
Patienten und elf gesunden Spendern wurden entsprechend Gene dieser
funktionellen Gruppen dereguliert gefunden (3.2.1). Hierunter befanden sich typische
Kardiomyopathiemarker und eine auffallend gro3e Anzahl an Genen der
Immunantwort. Inflammatorische Prozessen sind typisch fiir eine fortgeschrittene
DCM; moglicherweise deutet dies aber auch auf eine Beteiligung von Infektionen
hin®,

In Kapitel 3.2.2 wurden durch Clustering die Ubereinstimmenden als auch
spezifischen Expressionsmuster der sechs untersuchten Mausmodelle identifiziert.
Die MLP- und ErbB4 knockout Mause, die Doxorubicin-behandelten Mause und die
Doxorubicin-behandelten ErbB4 knockout Mause zeigten die Aktivierung einer
grolien Anzahl an charakteristischen Kardiomyopathiemarkern (z.B. Nppa, Nppb,
Actal und Ctgf; siehe Abbildung 19 und 21). Im Gegensatz zur humanen Situation
wurden allerdings in den Doxorubicin behandelten M&usen als auch teilweise in den
ErbB4 knockout Mausen eine groRere Anzahl an Stref3- und Apoptose-assoziierten
Gene aktiviert. Die umfangreiche Induktion von einer Vielzahl an Genen des
Zytoskeletts/Sarkomers und der extrazelluldren Matrix, wie sie fur die
Remodellierung des kardialen Gewebes in der DCM charakteristisch ist, wurde
jedoch nur in den MLP knockout M&ausen gefunden (siehe Tabelle 5 und Abbildung
21). Tabelle 10 gibt eine Ubersicht Gber eine Auswahl an konsistent deregulierten
Genen in Expressionstudien der humanen DCM im Vergleich zu den sechs
untersuchten Mausmodellen. Sowohl auf Ebene der beteiligten Prozesse als auch
auf Ebene einzelner Gene wurden die groRten Ubereinstimmungen bei den MLP
knockout Mausen gefunden.

In Folge dessen ist in der Beurteilung der Ahnlichkeit der unterschiedlichen
untersuchten  Mausmodelle mit der humanen Situation anhand der

Genexpressionsmuster der MLP knockout als fir die DCM am geeignetsten
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anzusehen. Zudem fithren Mutationen in dem MLP Gen auch im Menschen zu einer
DCM*, Dieses deutet neben der Ahnlichkeit der beobachteten
Genexpressionsmuster auf eine vergleichbare Pathogenese im Menschen und der

Maus hin.

Tabelle 10: Auswahl an deregulierten Genen bei humanen DCM Studien im Vergleich
zu den sechs Mausmodellen. n.d.: nicht dereguliert; “Zahl“: Ratio der Genexpression in
eigner Studie (FPR<10%); +: Induktion der Expression in humanen Studie(n) Dritter (Array
oder quantitative RT-PCR); EZM: extrzellulare Matrix; *: quantitative RT-PCR Messung

Gen Plako| ErbB2 | MLP | ErbB4 | Doxo | ErbB4 [human Studie
doxo

Signallbertr.

NPPA nd. | n.d. 57,3 5,9 n.d. 2,9 11,0 [Barrans™, Barth'™, Tan™
NPPB 18 | 2,6 7.9 6,1 8,3 6,3 4,7 [Tan™, Barth'™, Kittleson"
Sarkomer

ACTAL nd. | n.d. 3,4 2,7 n.d. 1,7 +  [Steenman®, Grzeskowiak™
FHL1 nd. | n.d. 7,1 3,3 n.d. 15 2,1 |Grzeskowiak”, Barrans™
CARP nd. | n.d. 6,6 6,1 2,0 2,4 +  [Nagueh', Zolk'™

EZM

LUM nd. | n.d. 2,8 2,8 n.d. n.d. 2,5 |Hwang™, Boheler’, Tan™
TGFB1 n.d. n.d. 3,4 n.d. n.d. n.d. +  [Shigeyama'™

CTGF nd. | n.d. 1,5 n.d. n.d. n.d. + [Tan™, Barth'”

PCOLCE nd. | n.d. 1,9 n.d. n.d. n.d. + ﬁartr;:fmlgisttleson“,

OSF2 n.d. n.d. 3,0 n.d. n.d. n.d. +  [Kittleson™, Tan", Barrans™
THBS4 nd. | n.d. 2,4 2,4 15 n.d. + [Tan™

Metabolismus

APOD nd. | n.d. 2,5 2,5 n.d. n.d. 1,9 |[Steenman®

Immunantw.

CFHR1 n.d. n.d. 1,5 n.d. n.d. n.d. +  |Steenman®, Barth*’®, Barrans™

45 Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie in

heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen

Ausgehend von dem klinischen Befund der ARVC bei Patienten mit einer
homozygoten Mutation in dem Gen Plakoglobin (Naxos Erkrankung) wurde eine
phanotypische Charakterisierung der heterozygoten Plakoglobin knockout Maus
durchgefihrt. Diesem Herangehen lag die Hypothese zu Grunde, dal eine reduzierte

Menge an Plakoglobin-Transkript bzw. Protein in der Maus zu &hnlichen Effekten wie
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das in der Lange verklrzte, aber teilweise noch funktionelle humane Transkript
fuhren kdnnte. Mittels quantitativer RT-PCR konnte eine um 40-50% reduzierte
Menge an Plakoglobin-Transkript in  heterozygoten knockout Mausen
gemessenwerden. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von PD Paulus Kirchhof
(Universitatsklinikum Miunster) erfolgte eine Untersuchung der Herzfunktion bei
Mausen unterschiedlicher Altersstufen (3, 6 und 10 Monate) und bei trainierten 6
Monate alten Tieren (zur Erhohung der biomechanische Belastung des Herzens). Es
zeigte sich bei den 10 Monate alten heterozygoten knockout Mausen und bei den 6
Monate alten trainierten knockout Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ein
vergroferter rechter Ventrikel mit eingeschrankter Pumpleistung (3.3.1). Zudem
traten bei explantierten Herzen dieser Tiere signifikant mehr Tachykardien auf (siehe
Abbildung 27).

Zur Analyse des kardialen Phanotyps auf transkriptioneller Ebene wurden
Genexpressionsprofile mit den rechten Ventrikeln von je vier trainierten
heterozygoten knockout- und Wildtyp-Mausen (6 Monate alt) sowie zwei untrainierten
Mausen (heterozygoter knockout und Wildtyp) durchgefiihrt. Das Training der Mause
induzierte auf Transkriptebene eine deutlich detektierbare Hypertrophie-Antwort.
Nppa wurde verstarkt expremiert und die reduzierte Expression von pyruvate
dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 und PPARYy, coactivator 1 alpha deutete auf
eine charakteristische verstarkte Nutzung von Glukose an Stelle von Fettsauren als
Energiequelle hin (siehe Abbildung 28). Zwischen den trainierten heterozygoten
knockout Mausen und Wildtyp-Mausen waren jedoch Kkeine signifikanten
Unterschiede zu beobachten. Allein bei paarweiser Betrachtung der 4x2
Geschwister-Mause (je Wildtyp und knockout) ergab sich in der SAM ein schwacher
Trend (FPR 16% und grof3er) bei relativ kleinen Ratios der Genexpression (2,5 und
kleiner) bei einer Gruppe von Genen. Mehrere dieser Gene deuteten auf eine
pathologischere Form der Hypertrophie (myocyte enhancer factor 2C'"®) und einen
starkeren Umbau des Zytoskeletts (z.B. WD repeat domain 1) bei den trainierten
heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen hin, aber eine Deregulation konnte
durch quantitative RT-PCR nicht validiert werden. Zudem wurden zusatzlich zu dem
Mikroarray-Experiment die Expression publizierter Kandidatengene fir ARVC durch

guantitative RT-PCR untersucht, welche jedoch nicht dereguliert waren (connexin

177,178 179,180
437" 3179180y

, sodium channel protein type V, alpha subunit Durch den
heterozygoten knockout von Plakoglobin kommt es zu einer reduzierten Menge an
Transkript und Protein im Vergleich zum Wildtyp'®, wodurch potentiell der Wnt/B-
catenin-Signaltransduktionsweg beeinflul3t werden konnte. Garcia-Gras et al.

Beschrieben, dal} eine Inaktivierung des desmosomalen Gens desmoplakin in vitro
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und in vivo zu einem Verlust von Desmosomen und zu einer starkeren nuklearen
Lokalisation von Plakoglobin fiihrt'®?. In Folge dessen war die Tcf/Lefl vermittelte
Regulation der Genexpression in dem Wnt/B-catenin Signaltransduktionsweg
zweifach reduziert (gezeigt fur c-myc ubd cyclin D1). Cyclin D1 als Zielgen war
jedoch weder in den homozygoten noch in den heterozygoten Plakoglobin knockout
Mausen dereguliert (Mikroarray und quantitative RT-PCR).

Im Gegensatz zu Patienten, die an der Naxos Erkrankung leiden, wurde kein
nennenswerter Ersatz von Myokard durch Fett- oder fibrotisches Gewebe

festgestellt’® '

(siehe Abbildung 29). Dementsprechend waren keine Marker fir
Fibrose und Adipogenese in den heterozugoten knockout Mausen dereguliert. Dies
legt den Schlul3 nahe, dal3 die Ursache fir die ARVC nicht in dem Ersatz von
Myokard durch Fettgewebe oder fibrotisches Gewebe liegt.

Veranderungen in den Zell-Zell-Adhasionskomplexen kdnnen eine weitere mogliche
Ursache fiir den Phanotyp darstellen'®. Daher wurde die Ultrastruktur des Myokards
von heterozygote Plakoglobin knockout Mausen in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen untersucht. Im Gegensatz zu dem homozygoten knockout waren jedoch
Desmosomen und adherens junctions vorhanden (siehe Abbildung 29). Aufgrund der
geringen Anzahl an untersuchten Tieren und Schnitten und der auftretenden
Mischformen beider Adhé&sionskomplexe in adulten Tieren'®*, wurden keine

Abmessungen dieser Komplexe verglichen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mausmodelle kardiomyopathischer Erkrankungen
im Vergleich zum Menschen auf transkriptioneller Ebene charakterisiert.

Fur die Erstellung von Genexpressionsprofilen von humanen Gewebeproben wurde
ein kardialer Themenarray entwickelt. In einem ersten Schritt wurden Protokolle fur
Expressionanalysen bei geringen RNA-Startmengen und Protokolle zur Herstellung
von Mikroarrays validiert bzw. optimiert. AnschlieRend wurden durch ein Screening
mit Geweben unterschiedlicher Herzphanotypen aus einer 75.000 Klone
umfassenden cDNA-Bank kardial exprimierte Gene identifiziert und fir den kardialen
Themenarray zusammengestellt. Mit diesem Array-Format wurden die
Genexpressionsanalysen humaner DCM-Gewebe im Vergleich zu gesunden
Spendern durchgefihrt.

Es wurden vier genetische Mausmodelle (MLP-, Plakoglobin-, ErbB2 und ErbB4
knockout) gewahlt, bei denen die inaktivierten Gene sehr unterschiedliche zellulare
Funktionen erfillen, aber der resultierende Phéanotyp der Dilatation des Myokards
vergleichsweise ahnlich ist. Zudem wurde eine chemisch induzierte Kardiomyopathie
(Doxorubicin) und die Kombination aus chemischer Induktion und ErbB4 knockout
untersucht. Es konnte durch Clustering der generierten Array-Daten sowohl
unspezifische als auch fur das jeweilige Modell spezifische Genexpressionsmuster
identifiziert und funktionell charakterisiert werden. Zu den unspezifisch deregulierten
Genen zahlten charakteristische Kardiomyopathie-Markergene. Bei einer Auswahl an
Mausmodell spezifischen Clustern von Genen konnte ihre Deregulation mit dem
beobachteten Phénotyp verknipft werden (z.B. Aktivierung von Leukozyten bei
Gewebsverletzung bei Plakoglobin knockout Mausen oder Apoptose bei Doxorubicin-
Behandlung).

Die Expressionsmuster der sechs Mausmodelle wurden mit humanen
Expressionsmustern in der DCM (eigene und publizierte Studien) verglichen. Die
groRte Ubereinstimmung ergab sich bei den MLP knockout M&ausen (Induktion von
Genen der extrazellularen Matrix und des Zytoskeletts und von Kardiomyopathie-
Markern).

Zudem konnte in einer detaillierten phéanotypischen Analyse eine Dilatation des
rechten Ventrikels und ARVC bei heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen
nachgewiesen werden. Dieser Phanotyp entwickelte sich ohne detektierbare

Veranderungen der Genexpression und der Zell-Adhasionskomplexe.
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Summary

This study aimed at the characterization of cardiomyopathy mouse models in
comparison to humans at the transcript level. To perform gene expression profiling of
human samples a cardiac specific array format was developed. Protocols allowing
the usage of small amounts of RNA, and the production of sensitive microarrays
were established. Cardiovascular tissues derived from patients with different
cardiovascular diseases were used to screen a library with 75.000 cDNA clones for
expression. The identified clones were rearrayed and spotted onto microarrays.
These microarrays were used to perform gene expression profiling with samples of
dilated cardiomyopathy patients.

Four genetic mouse models (MLP-, plakoglobin-, erbB2- and erbB4 knockout) were
selected on the basis of the different functions of the genes but these mice
developed a similar cardiovascular phenotype (dilation). In addition, a chemically
induced cardiomyopathy (doxorubicin) and the combination of chemical induction and
erbB4 knockout was investigated. The gene expression data of these six mouse lines
were clustered and common as well as model specific groups of deregulated genes
were identified and functionally annotated. Typical cardiomyopathy marker genes
were induced in almost all models. Several specific expression patterns were
correlated with the observed phenotype (i.e. the activation of leukocytes in the injured
tissue of plakoglobin knockout mice and apoptosis in doxorubicin treated mice).

The expression pattern of the six mouse lines were compared with human
expression patterns of dilated cardiomyopathy (own data as well as published
studies). The highest level of similarity was observed for the MLP knockout mice
(induction of genes of the extracellular matrix and sarcomer and cardiomyopathy
marker).

Furthermore a detailed phenotypical analysis of the heterozygote plakoglobin
knockout mice revealed a rightventricular dilation and arrhytmogenic rightventricular
cardiomyopathy. No alterations at transcript level or cell adhesion complexes were

observed.
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6 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Daten zur Charakterisierung von
Mausmodellen auf transkriptioneller Ebene erdffnen eine globalen Einblick in die
genomweit ablaufenden Prozesse in der Pathogenese einer Kardiomyopathie und
erlauben einen Vergleich zum humanen Krankheitsbild. Bei einem solchen Ansatz
spiegelt das erhaltene Expressionsmuster die einzelnen Aspekte der Pathogenese
der Kardiomyopathie wider (z.B. Fibrose, Apoptose oder Gewebsverletzung),
verbleibt aber zwangslaufig auf einer deskriptiven Ebene dieser weitestgehend
irreversibel verlaufenden Prozesse in der DCM.

Zur Zeit verfugbare Medikamente kardiovaskularer Erkrankungen wie z.B. Beta-
Blocker senken zwar effektiv den Blutdruck und behandeln somit die Symptome,
aber pathologische Veranderungen wie in der DCM oder ARVC kdnnen mit ihnen
nicht therapiert werden. Somit wird das Fortschreiten der Erkrankung nur
verlangsamt und fir viele Patienten bleibt eine Herz-Transplantation der einzige
Ausweg. In den letzten Jahren hat sich daher ein Schwerpunkt der kardiovaskularen
Forschung mit der Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze zur Gesundung des
Herzens gebildet. Hierzu zahlen z.B. der Ersatz von verlorengegangenem Myokard
durch  Zufuhr externer (Stamm-) Zellen'®®, Gewebeimplantate (“tissue

")!8 oder aber die Aktivierung des Zellzyklus der Kardiomyozyten'®’.

engineering
Bereits weit fortgeschritten und in klinischen Testphasen befindlich ist die Stammzell-
Therapie, bei der direkt in das Herz oder in den Blutstrom entsprechende Zellen
injiziert werden. Die Ergebnisse sowohl tierexperimenteller Arbeiten als auch der
bisher publizierten klinischen Studien sind wissenschaftlich und auch ethisch
umstritten'®®. Insbesondere die Differenzierung von Stammzellen in funktionelle
Kardiomyozyten im Myokard konnte bisher nur unzureichend gezeigt werden.
Verbesserungen in der Herzfunktion bei einer solchen Therapie werden haufig auf
positive Effekte auf die Angiogenese durch Zytokine zurlickgefihrt, nicht aber auf die
theoretisch stattfindende Bildung neuen Myokards*®**%.

Interessanterweise gibt es jedoch Organismen, die zu kardialer Regeneration und
damit dem Ersatz von verlorengegangenem Myokard in der Lage sind. Im Laufe der
Evolution ist diese Eigenschaft verlorengegangen und der Lurch stellt die evolutionéar
jungste Spezies dar, welche zu solchen Prozessen noch in der Lage ist. Ein Verlust
an Myokard durch Apoptose von Kardiomyozyten fiihrt in hdheren Organismen (z.B.
dem Menschen) zu Hypertrophie der noch verbliebenen Kardiomyozyten und

Fibrose. Im Lurch hingegen beginnen die noch vorhandenen Kardiomyozyten zu
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dedifferenzieren und anschlieBend zu proliferieren. Zur Untersuchung dieses
Vorganges wurden in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Braun
(Max Planck Institut fir Herz- und Lungenforschung) Genexpressionsprofile mit dem
sich in Regeneration befindlichen Gewebe durchgefihrt. Hierzu wurde eine cDNA-
Bank mit 100.000 Klonen vom Tag 14 der Regeneration hergestellt, die als Basis flr
die Mikroarray-Herstellung diente (50.000 Klone je Array). Es wurden
unterschiedliche Gewebe (Herz, Fu3 und Schwanz) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten im Vergleich zu scheinoperierten Tieren untersucht (siehe Abbildung
30).

A

Schwanz

A
= £

Herz Fub L Schwanz

Tag 12‘Tag 23 Tag 12‘Tag 23

Tag7 / Tag 14‘ Tag 21

thymosin beta 4

fibronectin

collagen alpha 1

natriuretic p eptide precursor A
troponin I, cardiac muscle
actin, alpha skeletal

four and a half LIM domains 1

Abbildung 30: Genexpressionsprofil der kardialen Regeneration des Lurchs. Es wurden
Genexpressionsprofile unterschiedlicher Gewebe des Lurchs (Herz, FulR und Schwanz) zu
verschiedenen Zeitpunkten des Regenerationsvorganges durchgefiihrt (je Gewebe und
Zeitpunkt vier biologische Replika mit je zwei technischen Replika). Unabhangig vom
Gewebe zeigte mit ca. 10% der insgesamt 50.000 Klone des cDNA-Mikrorrays eine sehr hohe
Anzahl der Gene signifikante Deregulation. Gruppen von Genen wurden gewebsspezifisch
dereguliert oder aber in allen drei untersuchten Geweben (A, hierarchisches Clustering aller
50.000 Klone). Spatestens am Tag 21 wurden von héheren Organismen bekannte Markergene
fiir Kardiomyopathien induziert gefunden. Zudem wurden mehrere Gene (z.B. Thymosin beta

4), denen eine kardioprotektive Rolle zugeschrieben wird, aktiviert (B).
Im Herzen zeigte sich spatestens am Tag 21 nach Schadigung eine Aktivierung

charakteristischer Kardiomyopathie-Markergene und zusatzlich eine Vielzahl an

Genen, die potentiell in dem Prozess der Regeneration eine Rolle spielten kénnten.
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Hierzu zahlte Thymosin beta 4. Es wurde unspezifisch in allen Geweben und zu allen
Zeitpunkten signifikant induziert gefunden. In tierexperimentellen Studien konnten
Bock-Marquette et al. nachweisen, dal} Injektion des Proteins eine stark

kardioprotektive und potentiell regenerative Wirkung bei Herzinfarkt erziehlt***%,
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9 Appendix

9.1 Weitere Abbildungen und Tabellen

Abbildung A: Spotting-Muster der cDNA Makroarrays des Human Unigene Set II.
Entsprechend der 384-iger Platten der Bakterienkultur und der PCR wurde die Membran in
sechs Felder aufgeteilt, in denen sich jeweils 384 Bldcke, bestehend aus 5 x 5 Spots,
befanden. Jeder Block setzte sich aus elf als Duplikat gespotteten Klonen des Human Unigene
Set Il und drei leeren Spots zur Berechnung der lokalen Hintergrundsignalintensitat

zusammen.
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Abbildung B: Qualitatskontrolle von PCR-Produkten im 384-well Format. Es wurden

Bank gelelektrophoretisch

amplifizierten cDNA-

Aliguots von PCR-Produkten einer

aufgetrennt.

grin-markierte Spur: erfolgreiche Amplifikation

Produkt

blau-markierte Spur: keine Amplifikation oder mehr als ein PCR
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Abbildung C: Echokardiographie in der Maus. Entsprechend der Ausrichtung des
Mausherzens und des Schallkopfes entsteht ein zweidimensionales Bild (hier als Beispiel die
Vierkammer Ansicht(A); Aufzeichnung im M-Mode(B)).
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Daten-
kollektion 1

Abbildung D: Versuchsanordnung der Langendorff-Apparatur. Das isolierte Herz wurde
an die Langendorff-Appartur angeschlossen und Uber eine Pumpe mit einer temperierten
Krebs-Henseleit-Losung perfundiert (A). Mit einem oktapolaren elektrophysiologischen
Mauskatheter wurde Uber den rechten Vorhof stimuliert (B, blaue Markierungen). Die
elektrokardiographischen Messungen erfolgten durch an das Epikard gedriickte Elektroden
(EKG (Ag/AgCl)) und ber drei MAP-Katheter wurden die monophasischen
Aktionspotentiale aufgezeichnet (B, rote Markierungen; bzw. erhaltene Elektrogramme C).
Elektrogramme (C):

1: MAP-Aufnahme des rechten VVorhofs

2: MAP-Aufnahme des rechten Ventrikels

3: MAP-Aufnahme der linksventrikularen freien Wand

4: MAP-Aufnahme des linksseitigen Septums

5: erste Ableitung des EKGs
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Abbildung E: Homogenitéat der Induktion der Genexpression in MLP knockout M&usen.
Es wurden komplexe Hybridisierungen von je vier individuellen MLP knockout (MLP1-4)
und Wildtyp-Méusen (wtl-4) mit Makroarrays des Mouse Unigene Set | durchgefiihrt.
Hierbei wurden sowohl selbst hergestellte (array 125-143) als auch vom RZPD hergestellte
Arrays (array 19-89) genutzt. Fir eine Auswahl an deregulierten Genen ergab sich eine
weitgehend homogene Induktion der Genexpression in MLP knockout Mausen im Vergleich

zum Wildtyp.

Tabelle A: Deregulation von Hypertrophie-assoziierten Genen in trainierten
heterozygoten Plakoglobin knockout Mausen und Wildtyp-Mausen. Das angegebene
Ratio wurde gebildet im Vergleich zu zwei untrainierten Mausen (Wildtyp und heterozygoter
knockout). Fir das atriale natriuretische Peptid ist eine Vielzahl an Publikationen verfugbar;
einen guten Uberblick in verschiedenen Array-Datensatzen bietet das CardioGenomics-

Projekt des National Heart, Lung and Blood Institute.

Gen Ratio | Referenz

atriales natriuretisches Peptid 6,4 http://cardiogenomics.med.harvard.edu/home

Early growth response 1 7,6 Rozich JD et al. J Mol Cell Cardiol. 1995;27(1):485-99.
Kubisch C et al. FEBS Lett. 1993;335(1):37-40.

Mitogen-inducible gene 6 7,3 Makkinje A et al. J Biol Chem. 2000;275(23):17838-47.

Connective tissue growth factor 57 Kemp TJ et al. J Mol Cell Cardiol. 2004;37(2):603-6.

Cysteine rich protein 61 5,6 Hilfiker-Kleiner D et al. Circulation. 2004;109(18):2227-33.

PDZ and LIM domain 3 4,5 Lorenzen-Schmidt | et al. Ann Biomed Eng. 2005;33(7):888-96.

Dual specificity phosphatase 1 3,6 Hayashi D et al. Biochem Biophys Res Commun. 2004;322(1):310-9.

Activating transkription factor 4 3,3 Blais A et al. Genes Dev. 2005;19(5):553-69.

PPAR gamma, coactivator 1 alpha -2,1 | Witt et al. J Mol Med. 2008;86(9):1013-24

pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 -2,1 | Witt et al. J Mol Med. 2008;86(9):1013-24

HSP family, member 7 (cardiovascular) -6,7 | Krief S et al. J Biol Chem. 1999 Dec 17;274(51):36592-600.
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9.2 Primer-Sequenzen

Maus

natriuretic peptide precursor A (Nppa):
for: CCT GTG TAC AGT GCG GTG TC
rev: CCT CAT CTT CTACCG GCATC

natriuretic peptide precursor B (Nppb):
for: GCA CAA GAT AGA CCG GAT CG
rev: CAG GCA GAG TCA GAA ACT GGA

Four and a half LIM domains 1 (Fhll):
for :GAA GTG TGC TGG ATG CAA GA
rev: AGC AGT AGT CGT GCC AGG AT

matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein (Mglap):

for: CCT TTATGT CCC CTC AGC AG
rev: GTAGTC ATC GCA GGC CTC TC

cardiac ankyrin repeat protein (Carp):
for: TTC GAC TCT TGA TGA CCT TCG
rev: TTT GGT TCC ACT CTG CCA GT

actin, alpha skeletal muscle (Actal):
for: GCA TGC AGA AGG AGATCA CA
rev: CCA CCG ATC CAC ACT GAG TA

hypoxanthin-phosphoribosyltransferase (Hprt):
for: TGT TGT TGG ATATGC CCT TG
rev: TTG CGC TCATCT TAG GCTTT

glycerinaldehyd-3-phosphat- dehydrogenase (Gapdh):

for: TGG CAT CCT TGC TTA CAC AG
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rev:. GCAATT CCAGCCTTAGCATC

ribosomal protein PO (P0):
for: CCATCA TCA ATG GGT ACA AGC
rev: CAG ATG GAT CAG CCA GGA AG

myocyte enhancer factor 2C (Mef2C):
for: GCA GCA GCA GCACCT ACATA
rev: GAA GGC AGG GAG AGATTT GA

WD repeat domain 1 (WDR1):
for: ACG CTG AGT GAC CCA GAG AC
rev: GAG GTG GTG ACC AGT GTG TG

transformation related protein (tp53):
for: AAA GGA TGC CCA TGC TAC AG
rev: GAT GGG AGC TAG CAG TTT GG

sodium chanel protein type V, alpha subunit 3:

for: CCC TGC GCC ACT ATT ACT TC
rev: TGATGT CGG AGA GGA CAG TG

connexin 43 (Cxn43):
for: CGT TTG ATT TCC CTG ACG AC
rev: AAG GTC GCT GAT CCACGATA

cyclin D1:
for: CCC AAC AACTTCCTCTCC TG
rev: TCC AGA AGG GCTTCAATC TG

collagen 1A1:
for: AAC GAG ATC GAG CTC AGA GG

rev:. ATG ACT GTC TTG CCC CAA GT

collagen 3A1:
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for: AGG CTG AAG GAA ACA GCA AA
rev: GGG TAG TCT CAT TGC CTT GC

CCAT enhancer-binding protein-a:
for: TGG TTT TGC TCT GAT TCT TGC
rev: CCC AAA CAT CCC TAA ACC AA

Ppar gamma
for: TGT GGG GAT GTC TCA CAATG
rev: TCA GCA GAC TCT GGG TTC AG
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9.3 Listen der differentiell exprimierten Gene

9.3.1 kardialer Themenarray

humane DCM
Expressions-
Klon ID / Gen Name GenBank ID Ratio FPR [%]
71E16 natriuretic peptide precursor A AA121523 10,6 1,33
71E16 natriuretic peptide precursor A AA121523 11,4 1,33
196F19 Ig heavy chain variable region 1 - 5,8 1,33
71E16 natriuretic peptide precursor A AA121523 12,7 1,33
71E16 natriuretic peptide precursor A AA121523 13,1 1,33
71E16 natriuretic peptide precursor A AA121523 11,6 1,33
71E16 natriuretic peptide precursor A AA121523 12,2 1,33
41324 hemoglobin alpha 2 - 4,4 1,33
196C7 complement component 9 T64669 11,5 1,33
184M22 Ig gamma-1 chain C AI631390 5,2 1,33
186020 Ig kappa light chain - 4,7 1,33
5J17 hemoglobin beta T87393 4,3 1,33
180A24 |g kappa constant region - 3,6 1,33
169E11 Ig kappa constant region Al439746 4,8 1,33
54019 hemoglobin, beta W03299 3,5 1,33
19604 - 9,2 1,33
170K4 Ig kappa light chain -= 4,4 1,33
183G23 EST Al674305 3,1 1,33
41K24 hemoglobin alpha 2 H71020 3,5 1,33
186F18 Ig lambda light chain - 3,8 1,33
186E21 Ig kappa light chain -= 4,5 1,33
41B20 EST hemoglobin alpha 2 Al470803 3,1 1,33
154324 Ig kappa constant region Al802711 6,3 1,33
184G20 Ig gamma-1 chain ¢ Al635926 4,1 1,33
33118 hemoglobin alpha 2 R88706 2,9 1,33
183H21 Ig lambda light chain Al635925 3,8 1,33
21P6 lumican Al205773 25 1,33
176J8 Ig rearranged H-chain - 4,1 1,33
36A24 - 2,7 1,33
177116 prolin arginine-rich end leucine-rich repeat protein | AI583397 2,4 1,33
169C19 EST Al1521382 3,8 1,33
190P3 Ig lambda light chain Al791957 4,2 1,33
196C13 EST - 3,8 1,33
188015 Ig kappa light chain -- 51 1,33
169K3 - 4,0 1,33
41P16 p38gamma MAP kinase H95599 2,0 1,33
188E20 Ig kappa light chain - 9,2 1,33
42G2 EST Al458386 3,4 1,33
171C18 Weakly similar to CLUS_HUMAN Clusterin
precursor AI572889 1,8 1,33
26M15 lumican H27256 2,1 1,33
43J8 p38gamma MAP kinase N58204 2,9 1,33
180J12 - 1,9 1,33
180014 EST - 2,1 1,33
54M4 p38gamma MAP kinase W03125 2,1 1,33
38F18 cytochrome P450, family2, subfamily J,
polypeptide 2 Al419141 1,8 1,33
184H1 clusterin Al911868 1,9 1,33
165B23 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 Al354573 1,9 1,33
24017 192 protein S-alpha (PROS1) gene H02899 1,8 1,33
21M5 p38gamma MAP kinase R64186 2,2 1,33
54D10 myosin, light polypeptide, regulatory, non-
sarcomeric (20kD) W01220 2,1 1,33
175A15 EST - 1,9 1,33
189C5 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 Ai926669 1,7 2,11
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136F21 - 1,9 2,11
185K7 - 1,8 2,11
169N13 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 -- 1,8 3,33
6016 p38gamma MAP kinase W76043 1,8 3,33
184D20 major histocompatibility complex, class Il, DP

beta Al818936 1,6 3,33
182C10 - 1,8 3,33
184H16 - 15 3,33
187F2 - 1,7 3,33
180K1 EST Al683175 1,8 3,33
177H23 - 1,7 3,33
176P10 EST Al567691 15 3,33
183M2 Al912410 1,7 3,33
104N15 cardiac ankyrin repeat protein AA969184 2,1 3,33
183K18 - 1,7 3,33
170319 - 1,8 3,33
121F24 EST Al219584 2,0 3,33
176A15 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 - 1,8 3,33
169M9 EST Al498570 1,8 3,33
2N22 CD74 antigen (invariant polypeptide of major

histocompatibility c) T70375 1,8 3,33
64D16 putative ankyrin-repeat containing protein H29337 1,9 3,33
169018 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 Al471925 1,8 5,59
18J6 apolipoprotein D R21179 1,9 5,59
171017 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 Al475175 1,7 5,59
10L17 cardiac ankyrin repeat protein Al028677 2,1 5,59
164L1p38gamma MAP kinase N48671 5,7 5,59
60B13 EST W77749 2,4 5,59
5K19 cardiac ankyrin repeat protein AA702104 1,6 5,59
10L17 EST R10975 2,0 5,59
42L5 N-acetyltransferase 8 (camello like) N75734 2,0 5,59
171D1 - 1,8 5,59
170G5 - 2,0 5,59
42L.18 axin 2 (conductin, axil) H95839 1,6 5,59
175J8 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 Al564234 1,7 5,59
180D8 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 - 1,7 5,59
92G19 regenerating gene type IV Al732541 1,7 8,82
169A17 Myosin regulatory light chain 2, non-sarcomeric Al521385 1,7 8,82
190115 - 52 8,82
172A15 EST Al917524 15 8,82
16706 EST Al288102 2,4 8,82
183F10 Weakly similar to PRPP human salivary proline-

rich protein 1I-1 Al630876 1,8 8,82
141018 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 - 1,7 8,82
183124 major histocompatibility complx, class I, DR beta

4 Al635608 1,6 8,82
183E20 bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B | Al674297 1,7 8,82
86B6 sorbin and SH3 domain containing 1 AA459944 1,7 8,82
185G15 - 1,7 8,82
107K2 transcription cofactor vestigial-like 2 Al004234 1,9 8,82
60A20 p38gamma MAP kinase R10287 1,6 8,82
167K24 EST Al287487 2,1 8,82
5K19 troponin |, cardiac T77359 15 8,82
16F17 gelsolin (amyloidosis, Finnish type) R51491 3,1 8,82
180E1 - 1,7 8,82
45J6 eukaryotic translation initiation factor 1 alpha 1 N20884 1,8 8,82
95E4 EST AAB648395 1,6 8,82
31D1 EST Al336032 0,5 1,33
12K2 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type

motif 4 R13231 0,4 1,33
130G1 - 0,5 1,33
73D3 p38gamma MAP kinase AA282233 0,6 1,33
147A12 iroquois homeobox protein 1 Al654035 0,5 1,33
30024 p38gamma MAP kinase H19279 0,5 1,33
120E7 EST Al939359 0,5 1,33
30J24 mRNA for bruno-like, RNA binding protein variant

protein Al201486 0,5 1,33
170F16 similar to junction-mediating and regulatory

protein p300 JMY Al581142 0,5 1,33
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186F24 Al886176 0,6 1,33
140A23 EST Al417957 0,5 1,33
68A18 EST Al250871 0,6 1,33
90C15 EST AA492486 0,4 1,33
73N19 down-regulated by Ctnnbl, a AA282218 0,5 1,33
92J1 - 0,5 1,33
131G4 -- 0,6 1,33
127N20 Weakly similar to SHB (Src homology 2 domain

containing) adaptor protein Al283047 0,5 1,33
61G14 contaminated H75852 0,6 1,33
137K6 EST Al475801 0,5 1,33
112F19 -- 0,6 1,33
113M23 EST Al084471 0,6 1,33
60C15 p38gamma MAP kinase T86185 1 0,6 1,33
106110 -- 0,5 1,33
159A21 G protein-coupled receptor 54 Al819198 0,6 2,11
182N21 EST Al758665 0,5 2,11
6812 HSPCO002 protein Al249344 0,5 2,11
85K5 MUSK 9 6 muscle, skeletal AA448972 0,6 2,11
2M22 EST AA228907 0,6 2,11
159L6 POU domain, class 3, transcription factor 4 Al928745 0,6 2,11
7303 EST AA282888 0,6 2,11
116111 - 0,5 2,11
139C6 - 0,6 2,11
20J18 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 R68177 0,4 2,11
129022 - 0,6 2,11
68M3 oxysterol binding protein-like 3 Al249926 0,5 2,11
64K4 p38gamma MAP kinase AA705935 0,6 2,11
157F23 EST Al760026 0,5 2,11
59G2 28S ribosomal RNA gene Al927428 0,6 2,11
185C3 - 0,6 2,11
103K10 EST AA954420 0,5 3,33
186A22 Weakly similar to SFPQ_HUMAN Splicing factor,

proline- and glutamine-rich Al890183 0,5 3,33
61E4 EST W84606 0,5 3,33
186G15 - 0,6 3,33
82K2 -- 0,6 3,33
91L13 - 0,5 3,33
182B1 - 0,6 3,33
83A6 LIM homeobox protein 1 AA425324 0,6 5,59
7A14 p38gamma MAP kinase AA454564 0,6 5,59
91D19 -- 0,6 5,59
73F21 EST AA281719 0,6 5,59
68H11 EST Al360654 0,6 5,59
93F18 EST AA558560 0,6 5,59
55M2 cardiomyopathy associated 1 AI807389 0,5 5,59
19019 p38gamma MAP kinase Al631782 0,7 5,59
32C17 tumor necrosis factor, alpha, convrting enzyme H30610 0,5 5,59
129J15 cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) Al266125 0,6 8,82
40P6 EST Al400358 0,5 8,82
52D19 Moderately similar to NICA_HUMAN Nicastrin

precursor Al693668 0,6 8,82
88120 N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment AA459161 0,5 8,82
70022 - 0,7 8,82
188B1 ESTs, Moderately similar to vesicle trafficking,

beach and anchor containing Al934291 0,7 8,82
18103 EST Al804808 0,6 8,82
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9.3.2 cDNA Mikroarrays (Agilent)

MLP knockout

Gen Name GenBank ID |Expressions- FPR [%]
Ratio

natriuretic peptide precursor type A AA755870 57.3 2.09
ankyrin-like repeat protein AA792499 6.6 2.09
four and a half LIM domains 1 Al326574 7.1 2.09
actin, alpha 1, skeletal muscle AA770902 3.4 2.09
RIKEN cDNA 3021401A05 gene Al181682 5.5 2.09
biglycan AA855996 4.1 2.09
natriuretic peptide precursor type B W12084 7.9 2.09
matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein W88093 6.3 2.09
RIKEN cDNA 3930401B19 gene Al390138 3.7 2.09
microfibrillar associated protein 5 AA037995 3.2 2.09
enabled homolog (Drosophila) Al893955 2.7 2.09
RIKEN cDNA 2600015J22 gene AA536695 3.0 2.09
serine protease inhibitor 2-2 AA821980 2.7 2.09
apolipoprotein D Al120641 2.5 2.09
benzodiazepine receptor, peripheral AA711705 2.4 2.09
FBJ osteosarcoma oncogene AA002910 2.6 2.09
transforming growth factor, beta 2 AA619890 3.4 2.09
calsequestrin 1 AA435278 3.0 2.09
dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) AA073904 3.0 2.09
A kinase anchor protein 2 AA638739 2.4 2.09
imprinted and ancient AA770890 2.4 2.09
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade F (alpha-2 [AA727967 25 2.09
antiplasmin, pigment epithelium derived factor). member 1
lumican AW?210283 2.8 2.09
RIKEN cDNA 2810423019 gene Al391240 2.7 2.09
ESTs AA623175 2.6 2.60
small proline-rich protein 1A AA028420 3.6 2.60
cysteine rich protein 61 AA466852 2.7 2.60
RIKEN cDNA 2210401F01 gene Al605613 2.1 2.60
ESTs Al553027 2.1 2.60
guanosine diphosphate (GDP) dissociation inhibitor 3 Al325613 2.6 2.60
clusterin AA210481 2.5 2.60
CD44 antigen AA185112 2.3 2.60
ESTs, Weakly similar to unnamed protein product AA444683 2.7 2.60
[H.sapiens]
T-box 15 AA517906 2.7 2.60
kinesin family member 5B AI508643 2.1 2.60
RIKEN cDNA 1110018M03 gene Al425707 5.3 2.60
ESTs AA725941 2.2 2.60
secreted phosphoprotein 1 AA563324 3.2 2.60
thrombospondin 4 AA003452 2.6 2.60
osteoblast specific factor 2 (fasciclin I-like) W81878 3.0 2.60
latent transforming growth factor beta binding protein 2 AI099009 2.6 2.60
tissue inhibitor of metalloproteinase AA184223 2.3 2.60
prion protein AAB56117 2.6 2.60
paraoxonase 2 W98586 2.3 2.60
ESTs Al1550186 2.0 6.35
Public domain EST AA097101 2.4 6.35
DNA segment, Chr 3, Nuffield Department of Surgery 3 W09198 2.3 6.35
coactivator of 150 kD AA062401 1.9 6.35
armadillo repeat gene deleted in velo-cardio-facial AA000495 2.0 6.35
syndrome
Bcl-associated death promoter W64107 1.9 6.35
platelet-derived growth factor, C polypeptide AA028539 2.0 6.35
procollagen C-proteinase enhancer protein AA770854 1.9 6.35
NPC derived proline rich protein 1 AA791966 2.2 6.35
esterase 1 AA760070 -5.3 2.09
RIKEN cDNA 1300016K07 gene AA798371 -3.2 2.09
ESTs Al197098 -3.0 2.09
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RIKEN cDNA 1500001L03 gene AA796749 -2.9 2.09
ESTs, Highly similar to dJ323M22.2 [H.sapiens] AA571907 -4.6 2.09
RIKEN cDNA 0610025119 gene AA108741 -2.6 2.09
tat-interacting protein 30 kDa AA388037 -2.7 2.09
ESTs W82097 -2.4 2.09
hydroxylacyl-Coenzyme A dehydrogenase W53871 -2.4 2.09
RIKEN cDNA 0610011L04 gene AA087441 -2.6 2.09
succinate-Coenzyme A ligase, ADP-forming, beta subunit [AA462048 -2.2 2.09
RIKEN cDNA 6330565B14 gene Al121911 -2.7 2.09
CD59a antigen AA162378 -2.5 2.09
claudin 8 AA080175 -2.1 2.09
RIKEN cDNA 4930552N12 gene AAB07041 -2.1 2.09
prostaglandin D2 synthase (21 kDa, brain) AA462585 -2.5 2.09
succinate-Coenzyme A ligase, GDP-forming, beta subunit [AA062367 -2.1 2.09
major urinary protein 2 AA822105 -2.5 2.09
RIKEN cDNA 2310022B03 gene AA794294 -2.3 2.09
ESTs, Highly similar to HYPOTHETICAL 47.9 KD Al596600 2.2 2.09
PROTEIN B0303.3 IN CHROMOSOME |1l [Caenorhabditis
elegans]
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain AA821917 -2.1 2.60
RIKEN cDNA 1700034P14 gene AA416439 -2.5 2.60
isovaleryl coenzyme A dehydrogenase AA543454 -2.0 2.60
selenium binding protein 1 W77429 -2.0 2.60
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha AA553242 -1.8 2.60
lectin, galactose binding, soluble 6 AA674809 -2.2 2.60
ESTs AA467289 -1.8 2.60
RIKEN cDNA 2310034D06 gene AA450902 -2.1 6.35
Public domain EST AA710965 -2.0 6.35
carnitine palmitoyltransferase 2 AW209706 -1.9 6.35
Rhesus blood group-like AA008551 -1.9 6.35
regulator of G-protein signaling 5 AA004108 -2.2 6.35
chondroitin sulfate proteoglycan 2 AA755868 -1.9 6.35
cathepsin H W17422 -2.0 6.35
Plakoglobin knockout
Gen Name GenBank ID |[Expressions- FPR [%]
Ratio
platelet factor 4 Al120986 7.3 4.76
arachidonate 12-lipoxygenase AA796544 3.9 4.76
RIKEN cDNA 2400003M24 gene AA882184 5.9 4.76
src-like adapter protein AA867150 4.2 4.76
coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 2 AA177828 4.6 4.76
RIKEN cDNA 1200014103 gene Al037505 3.3 4.76
ESTs Al430204 2.4 4.76
pleckstrin Al604164 3.0 4.76
Fc receptor, IgE, high affinity |, gamma polypeptide W11251 3.0 4.76
integrin alpha 2b (Cd41b) Al021345 3.9 4.76
RIKEN cDNA 2310021G14 gene AA166304 2.4 4.76
RIKEN cDNA 3021401A05 gene Al181682 2.2 4.76
interferon gamma inducible protein, 47 kDa AA510689 2.3 4.76
thromboxane A synthase 1, platelet AA821616 2.1 4.76
small proline-rich protein 1A AA028420 4.4 4.76
proteoglycan, secretory granule AA607483 2.6 4.76
cathepsin S AA146437 2.0 4.76
mesothelin AA673869 2.2 4.76
complement component 1, g subcomponent, ¢ polypeptide |AI894016 2.3 4.76
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, AA590845 2.1 4.76
serotonin), member 4
myeloperoxidase AA031015 1.8 5.71
linker for activation of T cells AA153591 2.8 5.71
RIKEN cDNA 5830405C08 gene AA267733 2.0 5.71
glycoprotein 49 B Al894044 2.3 5.71
RIKEN cDNA 1810003P21 gene AA066615 1.8 5.71
lymphoid-restricted membrane protein Al158088 1.9 5.71
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glycoprotein b, beta polypeptide Al614672 3.8 5.71
Mouse 19.5 mRNA Al159179 1.8 5.71
cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha AA717167 1.8 5.71
FXYD domain-containing ion transport regulator 2 AA108723 2.0 5.71
retinal short-chain dehydrogenase/reductase 1 AA881922 1.9 5.71
natriuretic peptide precursor type B W12084 1.8 5.71
cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 beta AA182308 2.1 5.71
lysosomal-associated protein transmembrane 5 AA739425 2.4 5.71
keratin complex 1, acidic, gene 19 AA028346 1.9 9.52
integrin beta 2 (Cd18) AA915313 2.1 9.52
CD52 antigen AA238062 1.9 9.52
inactive X specific transcripts Al877091 2.1 9.52
potassium voltage gated channel, shaker related AA982084 1.9 9.52
subfamily, member 3
GATA-binding protein 1 AA185505 1.9 9.52
prostaglandin |2 (prostacyclin) synthase W13004 1.6 9.52
alpha fetoprotein Al324392 -14.8 4.76
ErbB2 knockout
Gen Name GenBank ID |Expressions- FPR [%]
Ratio
inactive X specific transcripts AI877091 5.8 3.70
RIKEN cDNA 1200016G03 gene Al603997 2.2 3.70
cytochrome P450, 2el, ethanol inducible Al386063 2.4 3.70
Public domain EST AA871265 2.7 3.70
carbonic anhydrase 3 Al386062 4.3 3.70
S100 calcium-binding protein A9 (calgranulin B) AA255025 2.4 3.70
potassium voltage-gated channel, Isk-related subfamily, |AA667785 2.4 3.70
member 1
natriuretic peptide precursor type B W12084 2.6 3.70
prostaglandin D2 synthase (21 kDa, brain) AA462585 2.6 3.70
RIKEN cDNA 3021401A05 gene Al181682 2.0 3.70
secreted phosphoprotein 1 AA563324 -8.0 3.70
small proline-rich protein 1A AA028420 -5.9 3.70
tissue inhibitor of metalloproteinase AA184223 -2.8 3.70
cell division cycle 2 homolog A (S. pombe) AW210382 -2.4 3.70
RIKEN cDNA 2810429K17 gene AA266871 -2.3 3.70
interleukin 15 AA709787 -2.0 3.70
procollagen, type |, alpha 2 AA798297 -2.0 3.70
RIKEN cDNA 2810429K17 gene AA546857 -2.0 3.70
macrophage expressed gene 1 AA178272 -1.8 3.70
heme oxygenase (decycling) 1 Al324438 -2.2 3.70
clusterin AA210481 -2.0 3.70
small inducible cytokine A7 AA711435 -1.9 3.70
tenascin C W12942 -2.7 3.70
ESTs AA590624 -1.8 3.70
myosin light chain, phosphorylatable, cardiac ventricles AA795319 -1.7 3.70
osteoblast specific factor 2 (fasciclin I-like) W81878 -1.8 3.70
coactivator of 150 kD AA062401 -1.9 3.70
ESTs AA472125 -1.7 7.14
procollagen, type |, alpha 1 Al425767 -2.1 7.14
lymphocyte antigen 86 AA138913 -1.7 7.14
ATPase, H+ transporting lysosomal (vacuolar proton AA755768 -1.6 7.14
pump), 9.2 kDa
aminolevulinic acid synthase 2, erythroid AA880550 -1.7 7.14
RIKEN cDNA 3110023K12 gene AA217878 -1.7 7.14
T-cell death associated gene W59335 -2.0 7.14
platelet factor 4 Al120986 -1.6 7.14

ErbB4 knockout
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Gen Name GenBank ID |Expressions- FPR [%]
Ratio

natriuretic peptide precursor type A AA755870 5.9 1.65
ankyrin-like repeat protein AA792499 6.1 1.65
natriuretic peptide precursor type B W12084 6.1 1.65
metallothionein 2 W36474 4.3 1.65
heat shock protein, 70 kDa 3 AA145895 6.9 1.65
serine protease inhibitor 2-2 AA821980 3.4 1.65
RIKEN cDNA 3930401B19 gene Al390138 3.3 1.65
microfibrillar associated protein 5 AA037995 3.4 1.65
glucokinase activity Al325384 3.1 1.65
chitinase 3-like 1 W10705 3.1 1.65
actin, alpha 1, skeletal muscle AA770902 2.7 1.65
kallikrein binding protein W14912 3.6 1.65
purine-nucleoside phosphorylase Al390585 2.9 1.65
hemoglobin, beta adult major chain AA106071 2.4 1.65
tissue inhibitor of metalloproteinase AA184223 5.2 1.65
hemoglobin, beta adult major chain W15809 2.4 1.65
glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1 Al324398 2.2 1.65
apolipoprotein D Al120641 2.3 1.65
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Al326605 2.3 1.65
Down syndrome critical region homolog 1 (human) AA450437 3.0 1.65
hyaluronidase 2 W83533 2.0 1.65
heat shock protein, 70 kDa 1 AA445731 1.9 1.65
annexin A2 AA760184 2.0 1.65
CD44 antigen AA185112 2.3 1.65
ESTs, Moderately similar to F26L MOUSE 6PF-2-K/FRU- |Al529513 2.0 1.65
2,6-P2ASE LIVER ISOZYME [M.musculus]
FXYD domain-containing ion transport regulator 5 AA718314 1.9 1.65
myelin basic protein Al605718 2.2 1.65
metallothionein 1 AA638765 1.8 1.65
hemoglobin Z, beta-like embryonic chain AW209707 2.0 1.65
FK506 binding protein 5 (51 kDa) W53680 1.8 1.65
S100 calcium-binding protein A9 (calgranulin B) AA255025 2.2 1.65
glial cell line derived neurotrophic factor family receptor AA050083 2.0 1.65
alpha 3
thrombospondin 4 AA003452 2.0 1.65
NPC derived proline rich protein 1 AA791966 1.7 1.65
regulator of G-protein signaling 5 AA004108 1.8 1.65
lymphocyte antigen 6 complex, locus C AAT762277 1.7 1.65
S100 calcium-binding protein A4 Al120885 2.2 1.65
fibrinogen-like protein 2 AI893899 2.0 1.65
RIKEN cDNA 2600015J22 gene AA536695 1.8 1.65
hemoglobin Y, beta-like embryonic chain AA624843 1.7 1.65
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) AA711852 1.7 1.65
with thrombospondin type 1 motif, 1
RIKEN cDNA 2900074L19 gene AA958426 2.1 1.65
Bcl2-like Al323048 1.7 1.69
RIKEN cDNA 2200009H22 gene AA204090 2.0 1.69
lipocalin 2 AA087193 6.6 1.69
RIKEN cDNA 2310047C17 gene Al173066 2.0 1.69
DNA segment, Chr 2, ERATO Doi 435, expressed AA756177 1.6 1.69
fibrillin 1 AW?210317 1.7 1.69
four and a half LIM domains 1 Al326574 3.3 1.69
RIKEN cDNA 3021401A05 gene Al181682 1.8 1.69
hemoglobin X, alpha-like embryonic chain in Hba complex |W56995 1.7 1.69
prostaglandin D2 synthase (21 kDa, brain) AA462585 1.6 1.69
enabled homolog (Drosophila) Al893955 1.7 1.69
t-complex testis expressed 1 W34143 1.7 1.69
FBJ osteosarcoma oncogene AA002910 2.0 1.69
coagulation factor XIl (Hageman factor) W34349 1.7 1.69
ribosomal protein L12 W13748 1.6 1.98
actinin alpha 2 associated LIM protein AA840053 1.6 1.98
phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent W16027 1.9 1.98
ESTs, Weakly similar to (defline not available 7493873) AA388124 1.6 1.98
[S.cerevisiae]
spleen tyrosine kinase AA185105 1.6 1.98
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cysteine rich intestinal protein Al385503 1.6 1.98
Mouse 19.5 mRNA Al159179 1.8 2.36
synuclein, alpha Al510034 1.8 2.36
Public domain EST AA437677 1.8 2.61
ESTs AA117388 17 3.79
RIKEN cDNA 1810009M01 gene AAB24578 15 3.79
RIKEN cDNA 2700050C19 gene AA881328 2.6 3.79
calcium binding protein A1l (calgizzarin) AA616998 1.6 3.79
RIKEN cDNA 1200016G03 gene Al603997 2.3 4.13
RIKEN cDNA 2810036M19 gene Al1595030 1.8 4.13
protein typrotein tyrosine kinase 9-like (A6-related protein) |AA623663 1.6 4.90
insulin-like growth factor binding protein, acid labile AA250132 1.6 4.90
subunit

heat shock protein, 86 kDa 1 AA529377 1.6 4.90
phospholipase ¢ neighboring W34154 1.6 4.90
pituitary tumor-transforming 1 Al549649 1.7 5.07
purine-nucleoside phosphorylase AW209875 1.6 5.07
matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein W88093 2.2 5.07
cytochrome P450, 2b10, phenobarbitol inducible, type b~ |AI325330 2.6 5.07
cytochrome P450, 2d9 Al893895 1.6 5.07
nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B- AA517353 15 5.07
cells inhibitor, alpha

wingless related MMTV integration site 2b W44010 1.6 5.46
CD24a antigen Al120876 2.3 5.46
dihydropyrimidinase-like 3 AA062324 1.5 5.46
serine protease inhibitor 2-1 AA727334 1.6 5.46
gap junction membrane channel protein beta 5 Al894067 1.6 5.46
insulin-like growth factor binding protein 6 W15804 1.5 5.46
RIKEN cDNA 3230402E02 gene Al552932 1.8 5.90
ESTs AA840125 1.7 5.90
eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 [W30045 1.5 6.76
ESTs AA168416 1.8 6.76
SRY-box containing gene 10 AA879915 1.5 6.76
ESTs AA162746 1.8 6.76
inter alpha-trypsin inhibitor, heavy chain 4 AA049060 1.9 6.87
Mouse housekeeping DXS253E (P3) and DXS254E (GdX) |AA061673 15 7.51
genes, 3' end, and complete cds

DNA segment, Chr 3, Nuffield Department of Surgery 3 W09198 1.6 8.10
Public domain EST AA435311 15 8.10
ESTs AA212925 15 8.10
wingless-related MMTV integration site 5B AA218013 1.5 8.53
calcium channel beta 3 subunit W54062 1.6 9.45
ESTs, Weakly similar to MDP1 MOUSE MICROSOMAL  [AA444538 2.0 9.45
DIPEPTIDASE PRECURSOR [M.musculus]

peroxisome proliferator activated receptor gamma W34083 1.6 9.45
ESTs Al1536345 1.6 9.45
RIKEN cDNA A930008K15 gene Al552154 1.7 9.45
ESTs AA433722 -2.5 1.65
ESTs Al390824 -2.2 1.65
ephrin B3 Al510011 -2.0 1.65
ESTs, Highly similar to 2-OXOGLUTARATE Al322289 2.1 1.65
DEHYDROGENASE E1 COMPONENT PRECURSOR

[Homo sapiens]

ESTs AA762383 -2.2 1.65
ephrin B3 AA178037 -2.0 1.65
RIKEN cDNA 6530404A22 gene AA529656 -2.5 1.65
VPS10 domain receptor protein SORCS 2 W76988 -2.2 1.65
period homolog 3 (Drosophila) AA105367 -2.0 1.65
interleukin 15 AA709787 -1.8 1.65
ESTs AA793372 -2.0 1.65
RIKEN cDNA 1810005K14 gene AA450917 -2.0 1.69
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine AA413194 -1.9 1.69
nucleotide translocator), member 13

ESTs AA028359 -2.0 1.69
RIKEN cDNA 2310046B19 gene AA217009 -1.7 1.69
interferon-inducible GTPase AA260490 -2.1 1.69
myosin light chain, phosphorylatable, cardiac ventricles AA795319 -1.8 1.69
fumarylacetoacetate hydrolase Al180932 -1.8 1.69
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kinase insert domain protein receptor W85664 -1.9 1.69
adenylate kinase 4 Al594232 -1.7 1.69
ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 AA437485 -1.7 1.69
ESTs AA146572 -1.9 1.69
RIKEN cDNA 1110060010 gene Al585414 -1.7 1.69
tissue factor pathway inhibitor AA437788 -1.7 1.69
inositol polyphosphate phosphatase-like 1 AA711654 -1.7 1.69
protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2 |W57231 -1.9 1.69
ESTs AA624553 -1.7 1.69
serine protease inhibitor, Kunitz type 2 AAB17562 -1.7 1.69
cellular repressor of E1A-stimulated genes AA544212 -1.7 1.69
vesicle-associated membrane protein 2 AA014530 -1.6 1.69
rod outer segment membrane protein 1 AA444932 -1.7 1.69
T-cell death associated gene W59335 -1.8 1.69
solute carrier family 28 (sodium-coupled nucleoside AI391105 -1.6 1.69
transporter), member 2

RIKEN cDNA 0610025119 gene AA108741 -1.6 1.69
ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 [AA003458 -1.7 1.69
RIKEN cDNA 1110018J23 gene AA462012 -1.6 1.69
ESTs AA475186 -1.8 1.69
ESTs Al1592302 -1.8 1.69
DNA methyltransferase (cytosine-5) 1 AA499666 -1.7 1.69
ESTs, Highly similar to UBIQUITIN-CONJUGATING Al508600 -1.7 1.69
ENZYME E2-17 KD [Caenorhabditis elegans]

RAS-like protein expressed in many tissues AA466324 -1.7 1.69
RIKEN cDNA 5330433G13 gene AA529300 -1.6 1.69
B-cell leukemia/lymphoma 6 Al464594 -1.9 1.69
ESTs AA266447 -1.7 1.69
ELK1, member of ETS oncogene family Al663752 -1.7 1.69
sphingomyelin phosphodiesterase 2, neutral AA432637 -1.6 1.69
RIKEN cDNA 2610034E13 gene AA399827 -1.6 1.69
ESTs, Moderately similar to KIAAQ977 protein [H.sapiens] |AA125312 -1.6 1.69
ESTs, Highly similar to similar to human ankyrin Al120792 -1.7 1.98
1(S08275) [H.sapiens]

DNA segment, Chr 15, Kozak 1 AW210138 -1.7 1.98
ESTs Al552954 -1.6 1.98
DNA segment, Chr 6, ERATO Doi 349, expressed AA500807 -1.7 1.98
ADP-ribosyltransferase 5 W12489 -1.6 1.98
protein kinase, CAMP dependent, catalytic, alpha AA261433 -1.6 1.98
RIKEN cDNA 1600012F09 gene AA789636 -1.7 1.98
ryanodine receptor 2, cardiac AA462877 -1.5 1.98
PCTAIRE-motif protein kinase 3 AA123333 -1.9 2.36
ESTs Al605635 -1.6 2.36
gene trap ankyrin repeat AA242653 -1.6 2.36
RIKEN cDNA 1010001P06 gene AA512317 -1.6 2.36
ESTs, Moderately similar to unnamed protein product Al536299 -1.6 2.36
[H.sapiens]

basic FGF repressed, Zic binding protein AA438130 -1.5 2.36
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member [AI553043 -1.6 2.36
8

ESTs, Weakly similar to (defline not available 7506674) AA571365 -1.6 2.36
[C.elegans]

catenin alpha 1 AA434955 -1.5 2.36
RIKEN cDNA 6330514J04 gene Al425845 -1.8 2.36
ESTs Al390325 -1.7 2.36
transmembrane protein 6 AA718842 -1.7 2.36
ESTs AA575550 -1.7 2.36
mitogen activated protein kinase 14 W78296 -1.6 2.36
ESTs Al549703 -1.7 2.36
ESTs, Highly similar to ELONGATION FACTOR TU, Al892239 -1.6 2.36
MITOCHONDRIAL PRECURSOR [Bos taurus]

osteoglycin AA518187 -1.5 2.36
ESTs, Moderately similar to dJ967N21.4 [H.sapiens] AA638578 -1.5 2.36
RIKEN cDNA 1110020B03 gene AA230387 -1.5 2.36
amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 AA016732 -1.6 2.36
adaptor protein complex AP-1, sigma 1 AA049247 -1.6 2.36
RIKEN cDNA 3110038L01 gene AA546346 -1.5 2.36
EST Al425994 AA396777 -1.7 2.36
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ESTs AA388323 -1.7 2.36
ESTs AA473209 -1.6 2.36
sialytransferase 7 ((alpha-N-acetylneuraminyl 2,3- AA790409 -1.5 2.36
betagalactosyl-1,3)-N-acetyl galactosaminide alpha-2,6-

sialytransferase) F

cyclin D1 AA117547 -1.5 2.36
Mus musculus APC-binding protein EB2 mRNA, partial AI323100 -1.5 2.36
cds

RIKEN cDNA 5031439A09 gene AA450518 -1.6 2.36
musculin Al595213 -1.9 2.36
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1~ [Al663904 -1.8 2.36
ESTs Al592555 -1.8 2.36
RIKEN cDNA 0610043A03 gene AA518560 -1.6 2.36
ESTs AA003774 -1.6 2.36
ESTs Al1508480 -1.6 2.36
guanine nucleotide binding protein, alpha g polypeptide AA015481 -1.6 2.36
ESTs, Weakly similar to BRCAl-associated RING domain |AA529326 -1.6 2.36
protein [M.musculus]

C-terminal binding protein 1 AA437639 -1.5 2.36
ESTs Al390588 -1.6 2.36
von Hippel-Lindau binding protein 1 AA450464 -1.6 2.36
ESTs Al604488 -1.6 2.36
ESTs AA178388 -1.6 2.36
RIKEN cDNA 2810425J22 gene Al551973 -1.7 2.36
ESTs AA475858 -1.5 2.61
ESTs AA450530 -1.5 2.61
ESTs Al391308 -1.6 2.61
ESTs AAB07255 -1.5 2.61
ESTs Al605673 -1.6 2.61
ESTs AAB36906 -1.6 3.79
ESTs Al608143 -1.6 3.79
ESTs, Weakly similar to A55817 cyclin-dependent kinase |AA396195 -1.7 3.79
p130-PITSLRE - mouse [M.musculus]

RAD21 homolog (S. pombe) Al154347 -1.6 3.79
RIKEN cDNA 4833412N02 gene AAB06983 -1.5 3.79
ESTs AA273297 -1.7 3.79
RIKEN cDNA 6330411F21 gene Al154671 -1.7 3.79
GTP binding protein 1 AA386616 -1.5 4.13
wingless-related MMTYV integration site 5A AA388110 -2.0 4.13
adenylate cyclase 8 Al152525 -1.5 4.13
ESTs Al152538 -1.7 4.13
ESTs, Weakly similar to cDNA EST yk325c7.5 comes from|AA624872 -1.9 4.13
this gene [C.elegans]

YMEZ1-like 1 (S. cerevisiae) AA671297 -1.6 4.13
RIKEN cDNA 2700026H11 gene AA451048 -1.5 4.13
ATPase, H+ transporting lysosomal (vacuolar proton AA755768 -1.7 4.13
pump), 9.2 kDa

fatty acid binding protein 5, epidermal AA591215 -1.5 4.13
ESTs Al390759 -1.7 4.13
programmed cell death 4 AA177698 -1.6 4.13
Public domain EST AA163644 -1.6 4.13
lectin, galactose binding, soluble 6 AA674809 -1.6 4.13
ESTs AAB38368 -1.5 4.13
cyclin-dependent kinase 5 AI385450 -1.5 4.13
mesenchyme homeobox 2 Al324355 -1.7 4.13
calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il, beta AA691743 -1.7 4.13
ESTs AA472082 -1.5 4.13
solute carrier family 31, member 1 AA606611 -1.7 4.13
small inducible cytokine B subfamily (Cys-X-Cys), member [Al158236 -1.5 4.13
10

Public domain EST AA051479 -1.5 4.13
ESTs AA138861 -1.7 4.13
DNA segment, Chr 9, Brigham & Women's Genetics 0185 |AI390890 -1.8 4.13
expressed

ESTs AA608224 -1.6 4.13
ESTs AA289146 -1.7 4.90
RIKEN cDNA C920006C10 gene Al591660 -1.5 4.90
plasminogen activator, urokinase AA510298 -1.8 4.90
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eleven-nineteen lysine-rich leukemia gene Al121419 -1.6 4.90
ESTs AA591081 -1.6 4.90
ESTs Al425340 -1.6 4.90
fibroblast growth factor 1 AA261582 -1.5 4.90
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide AA087098 -1.6 4.90
yolk sac gene 2 W11483 -1.6 4.90
emerin AA414844 -1.6 5.07
thymidylate kinase family LPS-inducible member Al117832 -1.7 5.07
epidermal growth factor Al326499 -1.6 5.07
wingless-related MMTV integration site 11 AA183414 -1.9 5.07
ESTs Al152670 -1.7 5.07
calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 1 AA815611 -1.6 5.07
RAB9, member RAS oncogene family AA212042 -1.5 5.07
ESTs Al640067 -1.8 5.07
Public domain EST Al154560 -1.6 5.07
H2.0-like homeo box gene Al121405 -1.5 5.07
ESTs, Weakly similar to KIAA0167 protein [H.sapiens] AA667334 -1.6 5.07
ESTs AA000564 -1.6 5.07
ESTs Al464600 -1.5 5.07
RIKEN cDNA 2900028021 gene AA451250 -1.6 5.07
glial cell line derived neurotrophic factor family receptor AA823200 -1.5 5.07
alpha 4

procollagen, type IX, alpha 1 W53670 -1.7 5.07
zinc finger protein 62 AA146501 -1.6 5.31
trefoil factor 3, intestinal Al894059 -1.5 5.31
RIKEN cDNA 1110021EQ9 gene AI509487 -1.5 5.31
Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN full-length  |Al036466 -1.5 5.31
enriched library, clone:4921528E07, full insert sequence

formin-like Al509558 -1.7 5.31
ESTs, Highly similar to METHIONYL-TRNA AI385460 -1.5 531
SYNTHETASE [Bacillus stearothermophilus]

insulin-like 5 AA692587 -1.5 5.46
ESTs AA399725 -1.5 5.46
ESTs AI550977 -1.7 5.46
cleavage and polyadenylation specific factor 2, 100kD AAB822789 -1.5 5.46
subunit

ESTs AA178450 -1.5 5.46
ESTs AAB06601 -1.5 5.46
RIKEN cDNA 1700021K02 gene AI587887 -1.6 5.46
RIKEN cDNA 3110003A22 gene AA185989 -1.6 5.90
ESTs AA124744 -1.5 5.90
RIKEN cDNA 4833414E09 gene AA498682 -1.7 5.90
ESTs W82016 -1.6 5.90
X-linked lymphocyte-regulated complex AA623498 -1.6 6.76
RIKEN cDNA 5730552E08 gene Al606549 -1.6 6.76
ESTs AA107718 -1.6 6.76
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) AI553108 -15 6.76
with thrombospondin type 1 motif, 5 (aggrecanase-2)

casein beta Al157135 -1.6 6.76
ESTs AA544570 -1.5 6.87
ESTs AA177358 -1.5 6.87
ESTs AA500978 -1.5 6.87
ESTs Al429017 -1.5 6.87
ESTs W34216 -1.5 6.87
ESTs AA437812 -1.5 6.87
RIKEN cDNA 2610524K04 gene AA474300 -1.6 7.51
ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 4 polypeptide AA509743 -1.5 7.51
ESTs Al450507 -1.5 7.51
ESTs, Highly similar to NPL4 PROTEIN [Saccharomyces |AA020051 -15 7.51
cerevisiae]

ESTs Al640053 -1.5 8.10

Doxorubicin-behandelt
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Gen Name GenBank ID |Expressions- FPR [%]
Ratio

natriuretic peptide precursor type B W12084 8.3 0.60
heat shock protein, 70 kDa 3 AA145895 20.9 0.60
heat shock protein, 70 kDa 1 AA445731 6.9 0.60
RIKEN cDNA 1810061110 gene W35987 4.8 0.60
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) AA711852 4.2 0.60
with thrombospondin type 1 motif, 1
Down syndrome critical region homolog 1 (human) AA450437 3.5 0.60
ESTs Al627143 4.4 0.60
glucokinase activity Al325384 3.8 0.60
Bcl2-like Al323048 3.2 0.60
RIKEN cDNA 2010306G19 gene AA518878 3.2 0.60
RIKEN cDNA 2810423019 gene Al391240 3.2 0.60
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-galactosyltransferase, Al425818 2.9 0.60
polypeptide 5
ESTs, Weakly similar to unnamed protein product AA444683 3.3 0.60
[H.sapiens]
cardiac morphogenesis AA501052 3.1 0.60
FK506 binding protein 5 (51 kDa) W53680 2.8 0.60
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Al326605 3.0 0.60
ESTs W82565 2.7 0.60
heparin binding epidermal growth factor-like growth factor |AI595201 4.7 0.60
Public domain EST AA184852 2.9 0.60
FBJ osteosarcoma oncogene AA002910 5.6 0.60
RIKEN cDNA 1110033009 gene AA795793 2.7 0.60
nuclear factor, interleukin 3, regulated AA060731 3.4 0.60
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 AAB57278 2.6 0.60
RIKEN cDNA 2210401F01 gene AlI605613 2.4 0.60
DNA segment, Chr 9, Brigham & Women's Genetics 0185 |AI390890 4.8 0.60
expressed
myelocytomatosis oncogene AA608146 2.9 0.60
serum/glucocorticoid regulated kinase Al120968 2.2 0.60
ESTs AA529248 2.3 0.60
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 5 AA462037 2.2 0.60
pyruvate dehydrogenase kinase 4 Al322278 2.4 0.60
B-cell translocation gene 2, anti-proliferative AA596779 2.2 0.60
ESTs AA725941 2.3 0.60
heme oxygenase (decycling) 1 Al324438 2.2 0.60
Public domain EST AA066442 2.1 0.60
RIKEN cDNA 1110058E16 gene Al592069 2.3 0.60
RIKEN cDNA 2610028E05 gene AA615286 2.2 0.60
S-adenosylmethionine decarboxylase 2 AA615119 2.0 0.60
heat shock protein, 86 kDa 1 AA529377 2.0 0.60
alcohol dehydrogenase family 1, subfamily A1 AA791665 2.3 0.60
ESTs, Highly similar to p53 regulated PA26-T2 nuclear AA596529 2.1 0.60
protein [H.sapiens]
cysteine rich protein 61 AA466852 3.5 0.60
phosphodiesterase 7A AA265221 2.2 0.60
S-adenosylmethionine decarboxylase 1 Al552765 2.0 0.60
ESTs Al627139 2.3 0.60
ESTs AA822744 2.9 0.60
ESTs, Weakly similar to T17453 ERG-associated protein |AA197701 2.1 0.60
ESET - mouse [M.musculus]
core promoter element binding protein AAB895718 1.9 0.60
ESTs AA212925 2.0 0.60
interferon-related developmental regulator 1 Al324408 1.9 0.60
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 Al155236 2.0 0.60
plexin 2 AA212820 2.0 0.60
ankyrin-like repeat protein AA792499 2.0 0.60
RIKEN cDNA 4933440H19 gene AA387364 2.1 0.60
glutamine synthetase AA450534 1.9 0.60
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 AA145784 1.9 0.60
ESTs Al451747 1.9 0.60
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 AA437931 2.0 0.60
branched chain aminotransferase 2, mitochondrial AA387185 2.1 0.60
RIKEN cDNA 2610318G08 gene AA596602 1.9 0.60
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fumarylacetoacetate hydrolase Al180932 1.9 0.60
purine-nucleoside phosphorylase AW?209875 1.8 0.60
RIKEN cDNA 5033421K01 gene Al553048 2.3 0.60
glutamine synthetase pseudogene 1 Al019469 1.8 0.60
carbonic anhydrase 4 AA106894 1.8 0.60
transforming growth factor beta 1 induced transcript 4 Al549669 1.9 0.60
plasma membrane associated protein, S3-12 AA711925 1.8 0.60
RecQ protein-like Al390823 1.9 0.60
metallothionein 1 AAB38765 1.7 0.60
cytochrome P450, 1b1, benz[a]anthracene inducible AA267178 1.9 0.60
period homolog 2 (Drosophila) AA475629 1.8 0.60
activating transcription factor 4 AAB608326 1.8 0.60
Public domain EST AA681693 1.9 0.60
enabled homolog (Drosophila) Al893955 1.7 0.60
receptor (calcitonin) activity modifying protein 1 AA063790 1.9 0.60
Kruppel-like factor 15 AA060858 1.7 0.60
neuronal tyrosine/threonine phosphatase 1 AA709718 2.2 0.60
myosin light chain, alkali, fast skeletal muscle AAB22257 1.7 0.60
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma W18822 1.7 0.60
ESTs Al508523 2.0 0.60
cytochrome P450, 2b9, phenobarbitol inducible, type a AAB56694 1.8 0.60
A kinase anchor protein 2 AA638739 1.7 0.60
ESTs AA062427 1.6 0.60
purine-nucleoside phosphorylase AI390585 1.8 0.60
laminin, gamma 2 Al390151 1.8 0.60
Public domain EST AA501315 1.8 0.60
small inducible cytokine A9 AAB46314 2.2 0.60
ESTs Al153921 1.6 0.60
Tcfcp2-related transcriptional repressor 1 AA795144 1.6 0.74
MAP kinase-interacting serine/threonine kinase 2 AAB17224 1.7 0.74
ESTs AA671194 1.7 0.74
dipeptidase 1 (renal) Al323162 1.6 0.74
solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 Al120403 1.6 0.74
nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 AA209882 1.8 0.74
metallothionein 2 W36474 1.6 0.74
Kruppel-like factor 2 (lung) Al606037 1.6 0.74
ESTs AA274740 1.7 0.74
prostaglandin D2 synthase (21 kDa, brain) AA462585 1.7 0.74
Public domain EST AA521693 1.8 0.74
xanthine dehydrogenase AA472074 1.8 0.74
aquaporin 1 AA241281 1.7 0.74
nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B- AA517353 1.6 0.74
cells inhibitor, alpha

thrombospondin 1 Al180914 1.9 0.74
phospholipase ¢ neighboring W34154 1.8 0.74
solute carrier family 20, member 1 AW210425 1.6 0.74
ESTs AA437577 1.6 0.86
ESTs, Moderately similar to T12543 hypothetical protein  |AlI587963 1.6 0.86
DKFZp434M154.1 [H.sapiens]

microfibrillar associated protein 5 AA037995 1.6 0.86
ESTs Al591743 1.6 0.86
bone morphogenetic protein 6 AA718365 1.6 0.86
meprin 1 alpha AA290091 1.6 0.86
ESTs, Weakly similar to ELL MOUSE RNA AA545429 1.9 0.86
POLYMERASE Il ELONGATION FACTOR ELL

[M.musculus]

RIKEN cDNA 4632435C11 gene AA690480 1.6 0.86
ESTs Al430293 1.8 0.86
rhotekin AA034678 1.6 0.86
ESTs Al552207 1.8 0.86
RIKEN cDNA 5730438N18 gene AA474460 1.7 1.26
transglutaminase 2, C polypeptide Al892437 1.6 1.26
cytochrome P450, 2b10, phenobarbitol inducible, type b~ |AI325330 1.8 1.26
double cortin and calcium/calmodulin-dependent protein  |AA116787 15 1.26
kinase-like 1

Fc receptor, IgG, low affinity Il AA105303 1.6 1.26
RIKEN cDNA 2310012M09 gene AA108210 1.5 1.26
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 Al663904 1.6 1.26

171




four and a half LIM domains 1 Al326574 1.8 1.26
ESTs AA675602 2.5 1.26
solute carrier family 31, member 2 AA760255 1.6 1.26
heat shock protein, 105 kDa AA624532 1.5 1.26
ESTs Al595618 1.9 1.26
ESTs AlI596897 1.6 1.26
ESTs AA154838 1.6 1.26
heat shock protein cognate 70, testis AA433639 1.6 1.26
ESTs Al464795 1.7 1.26
nuclear factor, erythroid derived 2, like 3 AA871687 1.6 1.26
mucin 3, intestinal AA688695 1.6 1.26
ESTs AA466922 1.6 1.26
cyclin E AA437868 1.6 1.26
ESTs AAB839578 1.6 1.39
aguaporin 8 AA272836 1.8 1.39
ATPase, Cu++ transporting, alpha polypeptide AA415192 15 1.39
polyomavirus enhancer activator 3 AA959284 1.8 1.39
ESTs AAT727504 1.6 1.39
RIKEN cDNA 1810033A19 gene AA815772 1.6 1.39
ESTs Al037598 1.7 1.39
homolog of human MLLT2 unidentified gene AA549636 1.7 1.39
aplysia ras-related homolog B (RhoB) AA437783 1.6 1.39
ESTs, Moderately similar to 138228 Shb protein AA387935 15 1.39
[H.sapiens]

alcohol dehydrogenase 1, complex Al507919 1.7 1.39
immediate early response, erythropoietin 1 AA067146 15 1.39
fatty acid amide hydrolase AA822583 1.6 1.39
RIKEN cDNA 9130011J04 gene AA184207 1.5 1.39
ESTs AA222016 1.5 1.39
RIKEN cDNA 2310034C04 gene AA426833 1.6 1.39
RIKEN cDNA 1190002H23 gene AA066016 1.5 1.39
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic Al894009 1.6 1.39
domain, secreted, (semaphorin) 3A

bone morphogenetic protein 15 AA422665 1.7 1.39
ESTs AA289072 15 1.39
ESTs AA574904 1.6 1.39
ESTs AA549181 1.6 1.39
Public domain EST AAB66949 1.6 3.06
ESTs AA519023 1.6 3.06
ESTs AA237974 1.6 3.06
ESTs Al430084 1.6 3.06
RIKEN cDNA 3021401A05 gene Al181682 1.6 3.06
ESTs AA675478 1.9 3.06
ESTs AA002937 1.8 3.06
ESTs AA619836 2.2 3.06
ESTs AA211956 2.4 3.06
serine/threonine kinase 2 AA795165 1.5 3.06
ESTs AAB80056 1.9 3.06
ESTs AA422617 1.6 3.06
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), AA114539 15 3.06
member 1

ESTs AA547535 1.9 3.87
ESTs AA426806 15 3.87
ESTs, Moderately similar to N-copine [M.musculus] AA717161 1.6 3.87
solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 2 [AA066694 1.6 3.87
ESTs AA413651 2.0 3.87
ESTs AA253844 1.6 3.87
interferon activated gene 204 AA472976 1.6 3.87
ESTs AA683926 1.6 3.87
RIKEN cDNA 2810454G14 gene AA619828 1.6 3.87
ESTs AI573559 1.5 3.87
SNF1-like kinase AA855274 1.5 3.87
myeloid differentiation primary response gene 116 AA684447 1.6 3.87
ESTs, Weakly similar to 2013347A huckebein gene AA415189 1.8 3.87
[D.melanogaster]

solute carrier family 4 (anion exchanger), member 8 AA684011 1.7 3.87
claudin 8 AA080175 15 3.87
Public domain EST AW209264 15 3.87
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ESTs, Weakly similar to G7A [M.musculus] Al046955 1.5 5.27
ESTs Al508703 1.6 5.27
frizzled homolog 4 (Drosophila) AA717541 1.6 5.27
vascular cell adhesion molecule 1 AA189527 1.7 5.27
hypothetical protein, MNCb-4193 AA422756 1.8 5.27
keratin-associated protein 5-4 AA739024 1.7 5.27
ESTs AA597125 15 5.27
ESTs Al594378 15 5.27
selectin, lymphocyte AA798766 1.6 5.27
cytochrome P450, 4a10 AA755385 1.6 5.27
ESTs, Moderately similar to S12207 hypothetical protein  |AA684092 2.3 5.27
[M.musculus]

NTF2-related export protein 1 AA547141 1.6 5.27
glial cell line derived neurotrophic factor W45748 1.8 5.27
ESTs Al428586 1.7 5.27
ESTs AA940445 1.5 6.36
ESTs AA422810 1.9 6.36
RIKEN cDNA 2810013C04 gene AA616343 1.6 6.36
RIKEN cDNA 2700050C19 gene AAB881328 15 6.36
ESTs Al597095 1.7 6.36
protein tyrosine phosphatase, receptor type, T Al390812 1.7 6.36
RIKEN cDNA 9430073N08 gene Al604172 1.7 6.36
guanine nucleotide binding protein, alpha inhibiting 2 W34424 2.7 6.36
RIKEN cDNA 2200009H22 gene AA204090 2.0 6.36
ESTs Al019266 1.9 6.36
ESTs Al594566 1.6 6.36
RIKEN cDNA 2900056N03 gene AA163793 1.8 6.36
ESTs AA546474 1.7 6.36
ESTs, Moderately similar to RRE1_HUMAN RAS- AA466934 1.8 7.84
RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN 1

[H.sapiens]

diaphanous homolog 3 (Drosophila) AA415402 1.7 7.84
ESTs AA422198 15 7.84
uromodulin AA089188 1.6 7.84
ESTs AA547487 1.8 7.84
ESTs, Highly similar to HYPOTHETICAL MYELOID CELL [AA209699 15 7.84
LINE PROTEIN 6 [Homo sapiens]

period homolog (Drosophila) AA866683 1.5 7.84
ESTs Al426638 1.7 7.84
kallikrein 26 W34620 1.6 7.84
ESTs AA691094 1.6 7.84
apolipoprotein ClI AA617232 1.5 7.84
G1 to phase transition 2 AA218194 1.6 7.84
ESTs AA763211 1.8 7.84
zinc finger protein 42 AA432569 2.4 7.84
RIKEN cDNA 0610012P18 gene Al552731 1.8 9.13
cytochrome P450, 2a5 AA674177 1.9 9.13
ESTs AA415361 15 9.13
keratin complex 1, acidic, gene 12 AA684158 1.8 9.13
DNA segment, Chr 8, ERATO Doi 580, expressed AA681114 2.8 9.13
ESTs AA681098 1.8 9.13
intercellular adhesion molecule W08586 15 9.13
ESTs, Weakly similar to RINI RAT RIBONUCLEASE AA426919 1.6 9.13
INHIBITOR [R.norvegicus]

ESTs AA718696 1.8 9.13
RIKEN cDNA 1700025E21 gene AA414286 1.7 9.13
ESTs AA624059 15 9.13
thrombospondin 4 AA003452 1.6 9.13
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 W08730 1.6 9.13
ESTs AA880559 15 9.13
plasmacytoma variant translocation 1 AA606860 1.5 9.13
colony stimulating factor 3 (granulocyte) AA914420 1.5 9.13
Public domain EST AA466295 2.1 9.13
Public domain EST AA549056 1.6 9.13
ESTs, Weakly similar to DRR1 [H.sapiens] Al158650 1.5 9.13
RIKEN cDNA 0610007D04 gene AA498574 15 9.13
ESTs AA241939 1.6 9.13
RIKEN cDNA 2310012G06 gene AA616984 1.7 9.13
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troponin T3, skeletal, fast AA770924 1.7 9.13
ESTs AA000564 -3.0 0.60
RIKEN cDNA 1010001P06 gene AA512317 -2.9 0.60
hemoglobin, beta adult major chain W15809 -2.6 0.60
interferon-inducible GTPase AA260490 -2.8 0.60
RIKEN cDNA 6530404A22 gene AA529656 -3.5 0.60
ESTs, Moderately similar to F26L. MOUSE 6PF-2-K/FRU- |AI529513 -2.4 0.60
2,6-P2ASE LIVER ISOZYME [M.musculus]

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member [AA123837 -2.7 0.60
2

hemoglobin, beta adult major chain AA106071 -2.4 0.60
glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1 Al324398 -2.6 0.60
S100 calcium-binding protein A9 (calgranulin B) AA255025 -2.4 0.60
calsequestrin 1 AA435278 -2.1 0.60
interferon-g induced GTPase AA275144 -2.4 0.60
T-cell specific GTPase Al060720 -2.2 0.60
WNT1 inducible signaling pathway protein 2 AA754979 -2.0 0.60
RIKEN cDNA 9430098E02 gene AA754903 -2.0 0.60
hemoglobin Z, beta-like embryonic chain AW209707 -2.0 0.60
cytochrome P450, 2d9 Al893895 -2.0 0.60
arachidonate 12-lipoxygenase AA796544 -2.3 0.60
RIKEN cDNA 2400003M24 gene AA882184 -2.1 0.60
ecotropic viral integration site 2 AA124623 -2.2 0.60
ESTs AA107718 -2.1 0.60
RIKEN cDNA 4921532K09 gene Al550556 -2.1 0.60
fibrillin 1 AW210317 -2.0 0.74
Socs-5 Al425448 -1.9 0.74
DNA segment, Chr 15, Kozak 1 AW210138 -1.8 0.74
RIKEN cDNA 2900019C14 gene AA673894 -1.9 0.74
small inducible cytokine A12 AA174647 -2.2 0.74
regulator of G-protein signaling 2 AA221794 -1.8 0.74
ESTs AA412912 -1.9 0.86
transferrin receptor AA413490 -1.7 0.86
solute carrier family 15 (H+/peptide transporter), member 2[|AA607205 -2.1 0.86
ESTs AA216849 -1.8 0.86
fatty acid binding protein 5, epidermal AA591215 -1.8 0.86
tumor rejection antigen gp96 AA469667 -1.8 0.86
lectin, galactose binding, soluble 6 AA674809 -1.7 0.86
ESTs AA415717 -1.8 0.86
RIKEN cDNA 2010004M01 gene W98251 -1.7 0.86
glutathione S-transferase, theta 2 AA511089 -1.9 1.26
interferon gamma induced GTPase AA596514 -1.7 1.26
matrix metalloproteinase 11 Al120903 -1.8 1.26
neutrophilic granule protein AA060282 -2.2 1.26
RIKEN cDNA 3230402M22 gene AA726855 -1.8 1.26
butyrophilin-like 2 AA199011 -1.7 1.26
splicing factor, arginine/serine-rich 5 (SRp40, HRS) Al120315 -1.8 1.26
phosphodiesterase 4A, cAMP specific Al510059 -1.8 1.26
DNA segment, Chr 2, ERATO Doi 435, expressed AA756177 -1.8 1.26
regulatory protein, T lymphocyte 1 Al614435 -1.7 1.39
heat shock 70kD protein 5 (glucose-regulated protein, AA450922 -1.7 1.39
78kD)

integrin alpha 6 AA088968 -1.6 1.39
human EST 573010 AA755846 -1.7 1.39
adducin 3 (gamma) AA142685 -1.7 1.39
histocompatibility 2, class Il antigen E beta AA792785 -1.7 1.39
ESTs Al390325 -1.8 1.39
glycoprotein 49 B Al894044 -1.6 3.06
histocompatibility 2, L region AA538511 -1.7 3.06
interferon gamma inducible protein, 47 kDa AA510689 -1.9 3.06
RIKEN cDNA 5730454C12 gene AA161828 -1.7 3.87
RIKEN cDNA 1810033K05 gene W41045 -2.1 3.87
ESTs Al592278 -1.9 3.87
LIM domain binding 2 W44251 -1.7 5.27
ESTs, Weakly similar to PNO099 son3 protein [H.sapiens] |AA432428 -1.6 5.27
serine protease inhibitor 2-2 AA821980 -1.6 5.27
hemoglobin X, alpha-like embryonic chain in Hba complex |W56995 -1.7 5.27
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RIKEN cDNA 1200013A08 gene AA200877 -1.6 5.27
proteosome (prosome, macropain) subunit, beta type 9 AA822485 -1.6 5.27
(large multifunctional protease 2)
neuropilin W44262 -1.6 6.36
immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) AA754696 -1.7 7.84
RIKEN cDNA 1810054013 gene W47900 -1.6 7.84
phosphodiesterase 1C AA856411 -1.7 7.84
RIKEN cDNA 1300006L01 gene AA521580 -1.6 9.13
ErbB4 knockout + Doxorubicin-behandelt
Gen Name GenBank ID |Expressions- FPR [%]
Ratio
RIKEN cDNA 2010306G19 gene AA518878 2.8 1.52
S-adenosylmethionine decarboxylase 1 AI552765 2.0 1.52
interferon-related developmental regulator 1 Al324408 1.9 1.52
ESTs, Weakly similar to unnamed protein product AA444683 3.1 1.52
[H.sapiens]
ESTs AA212925 2.0 1.52
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 AA437931 1.8 1.52
natriuretic peptide precursor type B W12084 6.3 1.52
ESTs Al451747 1.9 1.52
glucokinase activity Al325384 3.7 1.52
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 5 AA462037 2.2 1.52
ankyrin-like repeat protein AA792499 2.4 1.52
heat shock protein, 86 kDa 1 AA529377 1.9 1.52
ESTs AAT734158 34 1.52
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with |[AA711852 35 1.52
thrombospondin type 1 motif, 1
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 W08730 2.0 1.52
period homolog 2 (Drosophila) AA475629 2.3 1.52
purine-nucleoside phosphorylase AW?209875 1.7 1.52
metallothionein 1 AA638765 1.8 1.52
RIKEN cDNA 2210401F01 gene Al605613 3.3 1.52
RIKEN cDNA 4632435C11 gene AA690480 1.7 1.52
laminin, gamma 2 Al390151 1.7 1.52
ESTs Al595145 1.6 1.52
matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein W88093 1.7 1.52
serum/glucocorticoid regulated kinase Al120968 2.0 1.52
RIKEN cDNA 4921519C19 gene Al036797 2.6 1.52
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma W18822 1.9 1.52
ESTs Al645199 2.6 1.52
cytochrome P450, 1b1, benz[a]anthracene inducible AA267178 2.5 1.52
microfibrillar associated protein 5 AA037995 1.8 1.52
NPC derived proline rich protein 1 AAT791966 1.7 1.52
mesothelin AA673869 2.0 1.52
chloride channel calcium activated 1 Al640041 1.9 1.52
glutamine synthetase pseudogene 1 Al019469 1.7 1.52
cardiac morphogenesis AA501052 2.4 2.05
alcohol dehydrogenase family 1, subfamily A1 AA791665 1.9 2.05
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Al326605 2.7 2.05
ESTs, Weakly similar to Z177_HUMAN ZINC FINGER AA445023 1.5 2.05
PROTEIN 177 [H.sapiens]
calcium binding protein A11 (calgizzarin) AA616998 1.5 2.05
zinc finger protein 26 AA170260 2.9 2.05
heat shock protein, 70 kDa 1 AA445731 3.6 2.05
ESTs AA267882 15 2.05
RIKEN cDNA 9130011J04 gene AA184207 1.4 2.05
ESTs Al627143 34 2.05
ESTs, Weakly similar to 2013347A huckebein gene AA415189 1.4 2.05
[D.melanogaster]
ESTs AA435317 1.4 2.05
heat shock protein, 70 kDa 3 AA145895 10.6 2.05
metallothionein 2 W36474 2.5 2.05
RIKEN cDNA 5730438N18 gene AA474460 1.6 2.05
sequestosome 1 AA690750 1.4 2.05
ESTs AA153663 15 2.05
RIKEN cDNA 2810454G14 gene AA619828 1.8 2.05
ESTs AA422771 1.5 2.05
RIKEN cDNA 1110033009 gene AA795793 2.1 2.05
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ESTs Al464593 2.0 2.05
ESTs AI552317 1.4 2.05
ESTs W82565 2.0 2.67
ESTs AA189494 2.0 2.67
formin Al173036 2.0 2.67
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline |AA518751 1.4 2.67
4-hydroxylase), alpha 1 polypeptide

ESTs AI390603 1.4 2.67
Bcl2-like Al323048 2.2 2.67
aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A4 AA122814 3.3 3.30
cytochrome P450, 39al (oxysterol 7alpha-hydroxylase) Al451832 1.4 3.30
Public domain EST AA435311 1.3 3.30
cytochrome P450, 2b10, phenobarbitol inducible, type b Al325330 2.3 3.30
RIKEN cDNA 2600015J22 gene AA536695 1.4 3.30
centrin 1 Al326525 14 3.30
prostaglandin |12 (prostacyclin) synthase W13004 1.3 3.30
S-adenosylmethionine decarboxylase 2 AA615119 1.6 3.30
aquaporin 1 AA241281 1.4 3.30
purine-nucleoside phosphorylase AI390585 1.6 3.30
RIKEN cDNA 4731402B04 gene AA546928 15 3.30
RIKEN cDNA 2610318G08 gene AA596602 15 3.30
ribosomal protein S6 Al553232 14 3.30
natriuretic peptide precursor type A AA755870 2.9 3.30
ESTs Al591743 15 3.30
Fc receptor, 1gG, low affinity 111 AA105303 1.4 3.30
neurofilament, medium polypeptide W64752 1.7 3.30
Public domain EST AA422593 1.6 3.30
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 AAB57278 1.9 3.30
ESTs AA725941 1.8 3.30
transglutaminase 2, C polypeptide Al892437 14 3.48
RIKEN cDNA 4921531D01 gene AA538062 1.3 3.48
ESTs Al646187 1.3 3.48
ESTs AA438045 1.3 3.48
lymphocyte antigen 6 complex, locus C AA762277 1.3 3.48
ESTs AA545611 2.2 3.48
crystallin, mu AA733693 1.4 3.48
ESTs AA727504 1.4 3.48
small inducible cytokine A9 AA646314 1.9 3.48
heat shock 10 kDa protein 1 (chaperonin 10) AA450526 1.2 3.48
BANP homolog AA387967 1.4 3.48
decorin AA755007 15 4.26
calpain 2 Al391241 1.3 4.26
RecQ protein-like Al390823 1.7 4.26
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 AA145784 1.7 4.26
phospholipase A2, group IIC AA061920 1.7 4.26
glutamate-cysteine ligase , modifier subunit AA008956 1.8 4.26
ESTs Al1592307 2.0 4.26
immediate early response, erythropoietin 1 AA067146 14 4.26
ninjurin 1 Al036381 1.3 4.26
odorant-binding protein la AAB22346 1.6 4.26
mannose receptor, C type 1 AA462138 1.5 4.26
hyaluronidase 2 W83533 1.4 4.26
ESTs Al627139 1.6 4.26
RIKEN cDNA 1810061110 gene W35987 5.5 4.26
ESTs AA414733 1.4 4.26
vascular cell adhesion molecule 1 AA189527 1.3 4.26
bone morphogenetic protein 6 AA718365 1.3 4.26
ESTs AAB22744 3.3 4.26
myosin light chain, alkali, cardiac atria AA756112 15 4.26
AMP deaminase 3 AA277972 1.3 4.26
ESTs AA245289 4.5 4.26
ESTs AA675478 2.0 4.26
ESTs, Weakly similar to MAJOR URINARY PROTEIN 4 AI391171 4.5 4.26
PRECURSOR [M.musculus]

RIKEN cDNA 5830472M02 gene AA475590 1.4 4.26
ESTs AA168416 3.2 4.26
transforming growth factor, beta induced, 68 kDa AA268592 14 4.26
ESTs AA475186 1.3 4.26
RIKEN cDNA 2610017M01 gene AA117356 1.3 4.26
ESTs, Weakly similar to cDNA EST yk474g3.5 comes from |[AA789810 1.9 4.26

this gene [C.elegans]
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hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 Al552130 1.2 4.26
xanthine dehydrogenase AA472074 1.3 4.26
oncostatin receptor AA265259 1.3 4.26
Public domain EST AA066442 1.6 4.78
integral membrane protein 2 AA387218 1.3 4.78
ESTs AAB824068 1.3 4.78
actin-like 7b AA064431 12 4.78
ESTs Al463731 14 4.78
lectin, galactose binding, soluble 3 AA066647 1.7 4.78
wee 1 homolog (S. pombe) AW?209546 1.4 4.78
FMS-like tyrosine kinase 1 Al326556 1.4 4.78
matrix metalloproteinase 7 AAB689037 1.9 4.78
SH3 domain protein 5 AA718587 1.3 4.78
RIKEN cDNA 5031422109 gene AA087440 1.3 4.78
solute carrier family 20, member 1 AW210425 1.4 4.78
RIKEN cDNA 1700019G17 gene Al466969 2.2 4.78
RIKEN cDNA 2310012M09 gene AA108210 17 5.44
ESTs AA415428 14 5.44
actin, alpha 1, skeletal muscle AA770902 1.7 5.44
troponin T3, skeletal, fast AA770924 3.6 5.44
ESTs AA107637 1.3 5.44
Public domain EST AA067214 14 5.44
ESTs W98004 15 5.44
SAR1a gene homolog (S. cerevisiae) AA066667 1.2 5.44
hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 9 Al425345 1.8 5.44
ESTs Al153921 1.6 5.44
RIKEN cDNA 4933429E06 gene Al425662 2.6 5.44
RIKEN cDNA 2610101J03 gene AA536772 17 5.44
numb gene homolog (Drosophila) AA596565 1.2 5.44
crystallin, alpha 2 Al325730 1.3 5.44
growth associated protein 43 Al323051 1.8 5.44
ESTs, Weakly similar to AF151865 1 CGI-107 protein AA624597 1.8 5.44
[H.sapiens]

RIKEN cDNA 1600021C16 gene AA265101 14 5.44
ESTs, Weakly similar to MDP1 MOUSE MICROSOMAL AA444538 14 5.44
DIPEPTIDASE PRECURSOR [M.musculus]

ubiquitin-like 1 AAB896203 1.2 5.44
ESTs, Moderately similar to S12207 hypothetical protein ~ |AA684092 4.3 5.44
[M.musculus]

ESTs AA422810 4.1 5.44
RIKEN cDNA 2600006007 gene AA079916 1.3 5.44
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade F (alpha-2  |AA727967 1.2 5.44
antiplasmin, pigment epithelium derived factor). member 1

RIKEN cDNA 3930401B19 gene Al390138 2.0 6.02
RIKEN cDNA 6330406115 gene Al552496 2.2 6.02
four and a half LIM domains 1 Al326574 15 6.02
ESTs, Moderately similar to KIAA0879 protein [H.sapiens] |AA474449 1.3 6.02
ESTs AAB84477 17 6.02
ESTs AA434887 1.3 6.02
Public domain EST Al156249 1.2 6.02
RIKEN cDNA 1300003P13 gene AA623569 1.3 6.02
ESTs, Weakly similar to ELL MOUSE RNA POLYMERASE |AA545429 1.8 6.02
I ELONGATION FACTOR ELL [M.musculus]

ESTs Al197423 1.9 6.02
RIKEN cDNA 1300019103 gene AAB00596 1.3 6.02
RIKEN cDNA 3110002K08 gene AA469646 1.2 6.02
RIKEN cDNA 1810043M20 gene AA589966 1.9 6.62
RIKEN cDNA 0610007P06 gene AA106618 1.2 6.62
RIKEN cDNA 2010013H22 gene Al592831 1.9 6.62
myelocytomatosis oncogene AA608146 2.2 6.62
ESTs, Weakly similar to 148668 zinc finger protein 51 - Al118879 15 6.62
mouse [M.musculus]

ESTs AA693297 1.2 6.62
ESTs Al464653 1.8 6.62
ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 |AA217253 1.3 6.62
RIKEN cDNA 6330406P08 gene Al1594945 17 6.62
ESTs AA451444 15 6.62
heat-responsive protein 12 AA106879 1.3 6.62
ESTs W76731 8.2 6.62
RIKEN cDNA 2410004L22 gene Al430652 14 6.62
ESTs Al640056 2.6 6.62
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T-box 15 AA517906 1.6 6.62
ESTs Al664340 15 6.62
RIKEN cDNA 1110055A02 gene AA416367 1.2 6.62
ESTs, Weakly similar to unknown [H.sapiens] AA073247 1.3 6.62
Yamaguchi sarcoma viral (v-yes) oncogene homolog AA606937 1.2 6.62
RIKEN cDNA 1110007F23 gene AA815777 1.3 6.62
LIM homeobox protein 2 AA259281 1.3 6.62
DNA segment, Chr 8, ERATO Doi 580, expressed AA681114 1.3 6.62
RIKEN cDNA 1810009A17 gene AA717025 14 6.62
cyclin-dependent kinase 2 AA413873 1.3 6.62
RIKEN cDNA 2810423019 gene Al391240 2.0 6.62
cytochrome c, somatic Al892244 1.2 6.62
ESTs AA500978 2.4 6.62
RIKEN cDNA 1700019N19 gene AA066063 1.3 6.62
RIKEN cDNA 2610027H02 gene AA624568 12 6.62
silica-induced gene 41 AA624487 1.4 6.62
mannosidase 2, alpha 1 AA414150 1.3 6.62
non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1 AA289435 1.4 6.62
t-complex testis expressed 1 W34143 1.4 6.62
sine oculis-related homeobox 4 homolog (Drosophila) Al047561 2.1 6.62
kinesin family member 5B AI508643 1.4 6.62
ESTs AAB06427 1.2 6.62
ESTs Al1552207 1.6 6.62
Kruppel-like factor 5 AA607027 1.6 6.62
ESTs Al591893 2.1 6.62
neural precursor cell expressed, developmentally down- AA518954 1.4 6.62
regulated gene 9

transforming growth factor beta 1 induced transcript 4 Al549669 1.6 6.62
chemokine orphan receptor 1 AAB74277 1.3 6.62
ESTs AA432563 1.3 6.62
ESTs Al1594426 2.8 6.62
ESTs, Highly similar to nonmuscle myosin heavy chain-B  |AA710484 4.1 6.62
[R.norvegicus]

annexin A4 W36433 2.2 6.62
nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2 AA176009 1.2 6.62
ESTs AA688795 1.3 6.62
Bcl-associated death promoter W64107 1.3 6.94
ESTs, Moderately similar to AF231110 1 muscleblind AA106833 1.2 6.94
[M.musculus]

ESTs Al550186 1.2 6.94
ESTs, Moderately similar to Pro-Pol-dUTPase polyprotein |AI551391 1.4 6.94
[M.musculus]

RIKEN cDNA 1110056P05 gene AA416264 1.3 6.94
Public domain EST AA791769 1.3 6.94
ESTs AA673522 1.2 6.94
ESTs Al047049 1.3 6.94
thrombospondin 4 AA003452 15 6.94
small proline-rich protein 1A AA028420 1.6 6.98
Public domain EST AA097101 1.2 6.98
ESTs, Moderately similar to MHC-TLA-T13a [M.musculus] |Al173114 2.3 6.98
expressed in non-metastatic cells 4, protein (NM23- Al892129 1.2 6.98
M4)(nucleoside diphosphate kinase)

B-cell translocation gene 2, anti-proliferative AA596779 1.6 6.98
ESTs Al594566 1.3 6.98
ESTs W33467 1.9 6.98
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-galactosyltransferase, Al425818 1.9 6.98
polypeptide 5

ESTs Al046527 14 6.98
Public domain EST AA543848 1.2 6.98
angiotensin converting enzyme Al036411 1.8 6.98
ESTs AA183287 14 6.98
ESTs AA764531 1.7 6.98
ESTs, Highly similar to PINCH PROTEIN [Homo sapiens] |AI593658 1.2 6.98
RIKEN cDNA 2700033A15 gene AA693061 1.3 6.98
phosphodiesterase 7A AA265221 1.6 6.98
ESTs, Highly similar to T08741 hypothetical protein AA209628 1.3 6.98
DKFZp586G0518.1 [H.sapiens]

RIKEN cDNA 2610511F20 gene Al596789 14 6.98
Bcl2-associated athanogene 3 AA245702 1.3 6.98
RIKEN cDNA 2610028E05 gene AA615286 2.0 6.98
ESTs Al390388 3.7 6.98

178




ESTs, Weakly similar to hypothetical protein [H.sapiens]  |AI551028 1.2 6.98
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; ornithine AI390319 2.0 6.98
transporter, member 15

RIKEN cDNA 2900002H16 gene AA413600 12 6.98
ESTs, Weakly similar to MTR1_MOUSE AAB38747 14 6.98
MYOTUBULARIN-RELATED PROTEIN 1 [M.musculus]

kinesin family member 5B AA791685 1.3 6.98
ESTs, Weakly similar to C46027 neurotransmitter AI506717 1.7 6.98
transporter - mouse [M.musculus]

chitinase 3-like 1 W10705 1.6 6.98
glutathione peroxidase 1 AA562552 1.2 6.98
EST Al481982 1.3 6.98
carboxyl ester lipase AI876997 15 6.98
RIKEN cDNA 1600019004 gene AA437441 1.3 6.98
ornithine decarboxylase antizyme inhibitor AA608153 1.2 6.98
dipeptidase 1 (renal) Al323162 1.3 6.98
tolloid-like Al197263 14 6.98
RIKEN cDNA 1110018M03 gene Al425707 15 6.98
tissue inhibitor of metalloproteinase AA184223 1.2 6.98
thioredoxin-like (32kD) AA066178 1.2 6.98
enabled homolog (Drosophila) AI893955 1.6 6.98
dopachrome tautomerase W29342 3.1 6.98
Public domain EST AA681693 15 6.98
ESTs, Weakly similar to S12207 hypothetical protein Al642419 1.3 6.98
[M.musculus]

ESTs, Weakly similar to CARG-BINDING FACTOR-A [Mus |AA655041 1.3 6.98
musculus]

prion protein AAB56117 1.2 6.98
COMPLEMENT FACTOR H PRECURSOR AA106098 1.3 6.98
RIKEN cDNA 4932442K08 gene W62706 14 6.98
RIKEN cDNA 2310012G06 gene AA616984 17 6.98
DNA primase, p49 subunit Al324469 1.4 6.98
Mus musculus, Similar to phosphoserine phosphatase, AA066981 4.8 6.98
clone MGC:7574, mRNA, complete cds

G protein-coupled receptor 37 AA289047 1.4 6.98
RIKEN cDNA 2810003F23 gene Al464648 25 6.98
pre-B-cell colony-enhancing factor AA162217 1.3 6.98
actin, alpha, cardiac Al325745 1.2 6.98
glutamine synthetase AA450534 1.4 6.98
ESTs AA537410 2.0 6.98
complement component 4 (within H-2S) AA739125 1.2 6.98
SH3-binding domain glutamic acid-rich protein Al120826 1.3 6.98
ESTs AA266018 1.9 6.98
ras association (RalGDS/AF-6) domain family 1 AA855703 1.2 6.98
U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor (U2AF), |AA050756 1.8 7.60
35 kDa, related sequence 1

fibrinogen-like protein 2 Al893899 4.7 7.60
guanosine diphosphate (GDP) dissociation inhibitor 3 Al325613 1.2 7.60
plasma membrane associated protein, S3-12 AA711925 15 7.60
RIKEN cDNA 4921511116 gene AA437668 4.0 7.60
ESTs, Moderately similar to RRE1_HUMAN RAS- AA466934 1.3 7.60
RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN 1

[H.sapiens]

FK506 binding protein 5 (51 kDa) W53680 2.1 7.60
malic enzyme, supernatant AA067147 1.2 7.60
T-cell acute lymphocytic leukemia 1 Al390473 3.0 7.60
annexin Al W17847 1.2 7.60
ESTs AA509560 14 7.60
acyl-Coenzyme A thioesterase 3, mitochondrial Al595148 1.3 7.62
ESTs, Moderately similar to AF231110 1 muscleblind AA068812 1.2 7.62
[M.musculus]

lymphoid blast crisis-like 1 AA770840 1.2 7.62
G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1 W12945 1.2 7.62
rhotekin AA034678 1.3 7.62
heat shock protein cognate 70, testis AA433639 14 7.62
nuclear receptor coactivator 2 AA939852 1.7 7.62
elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, AA726040 1.3 7.62
SUR4/El03, yeast)-like 1

testis specific gene 1 Al046576 1.9 7.62
ESTs Al390228 4.3 7.62
RIKEN cDNA 9430059D04 gene AA072751 15 7.62
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ESTs, Weakly similar to C1TC RAT C-1- AlI551722 14 7.62
TETRAHYDROFOLATE SYNTHASE, CYTOPLASMIC

[R.norvegicus]

Public domain EST AA110044 1.3 7.62
chromobox homolog 1 (Drosophila HP1 beta) AA823935 1.2 7.62
ESTs AI594517 1.2 7.62
ESTs AA547487 1.6 7.62
heme-binding protein AA022130 15 7.62
RIKEN cDNA 3526402H21 gene AA734109 1.2 7.62
ESTs W53394 1.6 7.62
heat shock protein, 110 kDa AA671121 1.2 7.62
hydroxysteroid dehydrogenase-3, delta<5>-3-beta AA245848 1.7 7.62
hepatic nuclear factor 4 Al893936 1.8 7.62
ESTs Al430641 2.3 7.62
pyruvate dehydrogenase kinase 4 Al322278 1.8 7.62
zinc finger protein 42 AA432569 3.3 7.62
RIKEN cDNA 6330412C24 gene Al591753 1.3 7.62
RIKEN cDNA 1810003P21 gene AA066615 14 7.62
cerebellar degeneration-related 2 AA438015 15 8.04
IG ALPHA CHAIN C REGION Al481911 15 8.04
ESTs AA415510 1.4 8.04
phosphatidylethanolamine binding protein AA607128 5.8 8.04
ESTs AA529248 1.5 8.04
RIKEN cDNA 4930426D05 gene Al463758 2.6 8.04
phosphodiesterase 7B Al006099 1.9 8.04
ESTs, Highly similar to SH3-containing protein p4015 AA396100 1.3 8.04
[R.norvegicus]

zinc finger protein 288 AA930334 1.2 8.04
gene trap ROSA 26, Philippe Soriano AA178020 2.7 8.04
RIKEN cDNA A330103N21 gene Al006445 1.4 8.04
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline |/AA388310 1.2 8.04
4-hydroxylase), alpha Il polypeptide

testis specific protein, Ddc8 AI037719 1.6 8.04
zinc finger protein 207 AA474132 1.2 8.04
ESTs AA547137 1.3 8.04
ESTs AA051010 1.4 8.04
cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 3 AA230454 2.0 8.04
ESTs Al592788 1.6 8.04
LIM and cysteine-rich domains 1 AA470244 15 8.04
ESTs AA241939 1.8 8.04
profilin 2 AA474438 1.2 8.04
ESTs, Weakly similar to NPT1 MOUSE RENAL SODIUM- |AI552795 1.6 8.04
DEPENDENT PHOSPHATE TRANSPORT PROTEIN 1

[M.musculus]

Jun proto-oncogene related gene d1 AA098137 1.2 8.04
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3 AA105298 1.2 8.04
cofilin 1, non-muscle AA065624 1.3 8.04
core promoter element binding protein AAB895718 1.4 8.04
keratin complex 1, acidic, gene 19 AA028346 1.2 8.04
RIKEN cDNA 2610033C09 gene AA624606 3.0 8.04
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non- AA437761 1.2 8.04
ATPase, 7

CD53 antigen AAB646061 1.2 8.04
transforming growth factor alpha regulated gene 4 AA450513 1.2 8.04
ESTs AAB606601 1.3 8.04
zinc finger protein 185 Al159217 1.8 8.04
dystrophin, muscular dystrophy AA437900 1.2 8.04
endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled  |W08198 1.3 8.04
receptor 1

ESTs AA166546 1.3 8.04
ESTs AA189220 15 8.04
hippocampus abundant gene transcript 1 AA414014 14 8.04
solute carrier family 30 (zinc transporter), member 3 W34988 1.4 8.04
ESTs, Weakly similar to glycine tyrosine-rich hair keratin ~ |AA763224 1.3 8.04
protein [M.musculus]

ESTs AA683639 1.3 8.04
complement factor H-related protein AA244704 1.3 8.04
syntaxin binding protein 2 AA106765 1.2 8.04
chaperonin subunit 5 (epsilon) AI325795 1.1 8.04
RIKEN cDNA 0910001023 gene AI550176 1.3 8.04
EST Al481639 5.0 8.04
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alkaline phosphatase 5 AA693081 1.3 8.04
ESTs, Highly similar to translation initiation factor IF2 AA547684 1.2 8.04
[H.sapiens]

sex-lethal interactor homolog (Drosophila) AAB24873 15 8.04
NTF2-related export protein 1 AA547141 1.2 8.04
homeo box A2 AA929366 1.8 8.04
defensin beta 1 AA065510 1.6 8.04
ESTs AA597135 1.9 8.04
ESTs AA174340 1.6 8.88
solute carrier family 13 (sodium/sulphate symporters), AI508944 2.8 8.88
member 1

ESTs Al594395 1.9 8.88
telomerase binding protein, p23 AA562974 1.2 8.88
carboxylesterase 1 Al451839 1.7 8.88
heat shock 70 kDa protein 4 AAB45750 1.1 8.88
gamma-glutamyl hydrolase AA451458 1.2 8.88
calcium binding protein, 39 kDa AA450759 1.2 8.88
phosphatidylcholine transfer protein AA066072 4.5 8.88
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 AA212150 1.2 8.88
RIKEN cDNA 2610017J16 gene AA415408 13 8.88
ESTs AA619836 1.6 8.88
Public domain EST AA413765 1.3 8.88
B lymphoid kinase AA204265 2.4 8.88
ESTs AA450992 1.9 8.88
ESTs AA789723 1.6 8.88
RIKEN cDNA 1110063B05 gene AW210319 1.9 8.88
peroxiredoxin 1 AA245310 1.3 8.88
glutathione synthetase AA536773 1.2 8.88
proteaseome (prosome, macropain) 28 subunit, 3 W12636 1.3 8.88
ESTs AA798960 1.3 8.88
patched homolog 2 W40842 1.6 8.88
ESTs W65070 1.6 8.88
FBJ osteosarcoma oncogene AA002910 2.2 8.88
ESTs Al464942 14 8.88
ESTs Al594111 15 8.88
dystrobrevin alpha AA386892 1.2 8.88
ligase |, DNA, ATP-dependent AA684487 1.4 8.88
ESTs AAB92621 1.2 8.88
RIKEN cDNA 4933440H19 gene AA387364 1.8 8.88
proviral integration site 1 AA108991 1.2 8.88
RIKEN cDNA 2700038B03 gene AA414419 1.1 8.88
RIKEN cDNA 1810011016 gene AA217311 4.8 8.88
forkhead box A2 AA212144 15 8.88
close homolog of L1 Al527646 1.7 9.01
prostaglandin D2 synthase (21 kDa, brain) AA462585 1.4 9.01
RIKEN cDNA 2010305C02 gene AA473948 14 9.01
ESTs Al429031 2.9 9.01
ESTs AA681098 4.6 9.01
Public domain EST AA473975 1.2 9.01
ESTs Al595606 14 9.01
ESTs Al646672 4.2 9.01
peroxisome proliferator activated receptor alpha W10495 1.3 9.01
RIKEN cDNA 1700013G20 gene AA555970 1.2 9.01
ESTs Al604277 2.2 9.01
Mus musculus proteasome beta-subunit C5 (Psmbl) AA185248 1.4 9.01
MRNA, partial cds

coronin, actin binding protein 1A AA140511 1.1 9.01
DNA segment, Chr 5, ERATO Doi 585, expressed AA254875 1.3 9.01
ESTs AA791555 1.2 9.01
ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like |W83106 3.8 9.01
3 (Hu antigen C)

plexin 2 AA212820 15 9.01
protein C W10700 2.2 9.01
RIKEN cDNA 9030418M05 gene AA072834 1.2 9.01
golgi vesicular membrane trafficking protein p18 W18376 1.2 9.01
transducer of ErbB-2.1 AA166386 1.2 9.01
ESTs Al152150 17 9.01
signal recognition patrticle receptor, B subunit Al529445 2.2 9.01
ESTs AA681211 1.2 9.01
ESTs, Highly similar to S-ADENOSYLMETHIONINE AA555793 1.2 9.01
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large tumor suppressor 2 W47897 1.2 9.01
RIKEN cDNA 2310050F24 gene AA065739 11 9.01
schlafen 1 AA273820 14 9.01
RIKEN cDNA 2610036L11 gene AW?210432 1.6 9.01
poly (A) polymerase alpha AA073307 1.4 9.01
ribosomal protein S15 AAB00597 1.3 9.01
ESTs AA062427 1.3 9.01
torsin family 3, member A AA791729 1.2 9.01
ESTs Al466982 1.9 9.01
cyclin G2 AA413576 1.2 9.01
ESTs Al627109 1.6 9.01
ESTs, Weakly similar to nuclear dual-specificity AA619736 1.3 9.01
phosphatase [H.sapiens]

RIKEN cDNA 1810060K07 gene AA517720 1.2 9.01
Public domain EST AA413822 15 9.01
ESTs AA547096 1.3 9.01
RIKEN cDNA 5033415K03 gene Al592213 1.2 9.01
glutathione S-transferase, alpha 2 (Yc2) Al892747 1.2 9.01
spermidine synthase AA517328 1.7 9.01
ESTs AA254541 14 9.01
src homology 2 domain-containing transforming protein D |Al425730 3.2 9.01
ESTs AA711038 1.7 9.01
osteomodulin Al157520 15 9.01
interferon activated gene 203 AA238257 14 9.01
trophoblast specific protein AA220024 2.2 9.01
homer, neuronal immediate early gene, 2 AA434982 1.2 9.01
erythrocyte protein band 4.2 AA388664 2.2 9.01
ESTs AA267319 14 9.01
Kruppel-like factor 15 AA060858 14 9.01
RIKEN cDNA 1810005K14 gene AA450917 1.2 9.01
RIKEN cDNA 1110008B24 gene AA437999 1.2 9.01
TEA domain family member 2 AA617316 2.4 9.01
telomeric repeat binding factor 2 AA098594 1.3 9.25
ESTs AA423358 1.9 9.25
ethanol decreased 2 AA184893 1.2 9.25
conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase AA462677 1.2 9.25
RIKEN cDNA 2210013M04 gene AA087651 1.2 9.25
zinc finger protein 216 AA437578 1.1 9.25
ESTs AA200256 14 9.25
RIKEN cDNA 1200014J04 gene AA087674 1.2 9.25
fumarylacetoacetate hydrolase Al180932 1.4 9.25
immunoglobulin heavy chain 1 (serum 1gG2a) AA182334 1.4 9.25
ESTs, Weakly similar to matrin cyclophilin [R.norvegicus] |Al154653 2.3 9.25
leukotriene A4 hydrolase Al324333 1.3 9.25
ESTs Al594906 2.4 9.25
ESTs AA756333 1.3 9.25
inhibin beta-B AA791253 14 9.25
acetylcholine receptor epsilon Al385975 14 9.25
Public domain EST Al390725 1.3 9.25
uroporphyrinogen Il synthase AA061691 1.6 9.25
coagulation factor X AA270769 15 9.25
ESTs AA253967 1.3 9.25
RIKEN cDNA 3110023F06 gene AA415629 1.2 9.25
ESTs AA097941 1.3 9.25
ESTs AA575550 1.2 9.25
ESTs Al390606 2.6 9.25
paired related homeobox 2 W97877 1.4 9.25
zyxin AA617310 1.9 9.25
trypsin 4 Al386046 1.3 9.25
ESTs, Weakly similar to CENE_HUMAN CENTROMERIC |Al594295 14 9.25
PROTEIN E [H.sapiens]

ESTs, Highly similar to unnamed protein product AA549656 1.3 9.25
[H.sapiens]

ESTSs, Highly similar to NR52 MOUSE ORPHAN Al156982 2.6 9.25
NUCLEAR RECEPTOR NR5A2 [M.musculus]

COP9 (constitutive photomorphogenic, subunit 2 AI036503 1.2 9.25
(Arabidopsis)

inositol polyphosphate-5-phosphatase, 145 kDa AA125192 2.9 9.25
ESTs Al430293 2.0 9.25
ESTs Al596897 15 9.25
vanin 1 Al597120 1.4 9.25
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ESTs W34216 12 9.25
myogenic differentiation 1 AA437694 1.7 9.25
RIKEN cDNA 2810454G14 gene AAB73963 1.2 9.66
calpain 6 AA073358 14 9.66
ESTs AA242024 1.8 9.66
ESTs AA438010 11 9.66
interferon gamma receptor Al158816 1.2 9.66
RIKEN cDNA 2410019A14 gene AA422788 1.3 9.66
POU domain, class 5, transcription factor 1 AAB24527 1.4 9.66
glutathione peroxidase 2 AA980349 1.2 9.66
DNA Segment, Chr 6, human D12S2489E AA174479 1.9 9.66
ESTs AA675566 14 9.66
poliovirus receptor-related 3 AA466550 6.2 9.66
heat shock protein, 105 kDa AA624532 1.2 9.66
ESTs AA061744 2.3 9.66
complement factor H-related protein AA237589 1.3 9.66
RIKEN cDNA 4921524J17 gene Al552488 14 9.66
ESTs Al036198 25 9.66
U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor (U2AF), |AA388471 1.3 9.66
35 kDa, related sequence 2

ESTs, Highly similar to p53 regulated PA26-T2 nuclear AA596529 1.7 9.66
protein [H.sapiens]

hypothetical protein, 154 AA261489 15 9.66
ESTs Al463748 3.9 9.66
FK506 binding protein 12-rapamycin associated protein 1 |AA210345 1.1 9.66
RIKEN cDNA 1110021E09 gene AA106222 1.3 9.66
baculoviral IAP repeat-containing 6 AA547134 1.2 9.66
peripheral myelin protein, 22 kDa W56983 1.2 9.66
RIKEN cDNA 1700012N19 gene Al594303 1.2 9.66
three prime repair exonuclease 1 Al182180 1.2 9.66
RIKEN cDNA 9130023F12 gene AA072758 2.0 9.66
ESTs W47917 1.2 9.66
ESTs, Weakly similar to TKT MOUSE TRANSKETOLASE |Al156310 1.3 9.66
[M.musculus]

heme oxygenase (decycling) 1 Al324438 15 9.66
ESTs, Weakly similar to T46358 hypothetical protein AA183431 3.3 9.66
DKFZp43410916.1 [H.sapiens]

RIKEN cDNA 2700059C12 gene Al892297 1.2 9.66
ESTs, Weakly similar to SODIUM/SULFATE AA021940 1.6 9.66
COTRANSPORTER [R.norvegicus]

ESTs, Weakly similar to C1g-related factor [M.musculus] |AA537246 1.7 9.66
RIKEN cDNA 2610020K06 gene AA414079 1.3 9.66
RIKEN cDNA 2900026B15 gene AA624525 1.7 9.66
ESTs AA413869 1.2 9.66
ESTs Al464778 -35 1.52
RIKEN cDNA 1010001P06 gene AA512317 -2.7 1.52
histocompatibility 2, Q region locus 7 AA122791 -1.5 1.52
DNA segment, Chr 15, Kozak 1 AW210138 -1.8 1.52
RIKEN cDNA 2900055D14 gene AA008331 -2.2 1.52
lectin, galactose binding, soluble 6 AA674809 -1.8 1.52
ral guanine nucleotide dissociation stimulator,-like 1 Al894000 -2.1 1.52
metallothionein 3 AA049749 -1.9 1.52
ESTs Al117381 -1.6 1.52
ESTs AA000564 -2.4 1.52
splicing factor, arginine/serine-rich 5 (SRp40, HRS) Al120315 -1.7 2.05
RIKEN cDNA 3230402M22 gene AA726855 -1.7 2.05
ESTs AA760067 -1.6 2.05
ESTs Al465811 -1.9 2.05
fibrillin 1 AW?210317 -1.5 2.05
ESTs Al120109 -1.7 2.05
RIKEN cDNA 5730568A12 gene AA718881 -1.6 2.05
retinol binding protein 2, cellular AI385457 -2.0 2.05
colony stimulating factor 1 (macrophage) AA162153 -1.4 2.05
RIKEN cDNA 5730583A19 gene Al509974 -1.5 2.05
interferon-inducible GTPase AA260490 -2.5 2.05
ESTs AA624553 -1.5 2.05
septin 6 Al122472 -1.8 2.05
nel-like 2 homolog (chicken) AA003877 -1.9 2.05
ESTs Al552476 -1.6 2.05
ESTs, Moderately similar to unc-93 related protein AA185873 -1.7 2.05

[M.musculus]
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ESTs, Moderately similar to ZINC FINGER PROTEIN AA119564 -1.6 2.05
MFG1 [Mus musculus]

microsomal triglyceride transfer protein AA276406 -1.9 2.05
ESTs, Highly similar to OOCYTE ZINC FINGER PROTEIN |AA049357 -1.5 2.05
XLCOF28 [Xenopus laevis]

RIKEN cDNA 1300006L01 gene AA521580 -1.6 2.05
ESTs AA154872 -1.8 2.05
T-cell specific GTPase Al060720 -1.8 2.05
lymphocyte antigen 6 complex, locus E Al326722 -1.4 2.05
neuropilin W44262 -1.4 2.05
proteosome (prosome, macropain) subunit, beta type 9 AA822485 -1.5 2.05
(large multifunctional protease 2)

ESTs AA6B46765 -1.5 2.05
ESTs AI553118 -1.6 2.05
regulator of G-protein signaling 2 AA221794 -1.6 2.05
ESTs AI550151 -1.8 2.05
ESTs, Highly similar to calcium-independent alpha- Al390472 -1.4 2.05
latrotoxin receptor homolog 2 [R.norvegicus]

cold inducible RNA-binding protein AA050300 -1.3 2.05
ESTs AA545589 -1.5 2.05
ESTs AA387017 -1.4 2.05
ESTs W19015 -1.7 2.05
ESTs AA107718 -1.6 2.05
ESTs AA216849 -2.0 2.05
RIKEN cDNA 0610030H11 gene AI391026 -1.4 2.05
RIKEN cDNA 2810432L12 gene AAT727248 -1.3 2.05
ESTs Al425772 -1.7 2.05
RIKEN cDNA 0610009M14 gene Al549681 -1.4 2.05
flotillin 2 AA444808 -1.3 2.05
huntingtin-associated protein 1 W81952 -1.7 2.05
phosphorylase kinase gamma AA798637 -1.6 2.05
ESTs AA616077 -1.8 2.05
apolipoprotein B editing complex 2 AA061902 -1.3 2.05
RIKEN cDNA 6330514J04 gene Al425845 -1.4 2.05
nucleotide binding protein 1 AA152999 -1.3 2.05
Eph receptor A4 Al325333 -1.5 2.05
ESTs Al614783 -1.7 2.05
Public domain EST AA051479 -1.4 2.05
CD8beta opposite strand Al594243 -1.3 2.05
natriuretic peptide receptor 1 W13098 -2.2 2.05
smoothelin AA798974 -1.5 2.05
solute carrier family 28 (sodium-coupled nucleoside Al391105 -1.4 2.05
transporter), member 2

RIKEN cDNA 3110031B13 gene AA155249 -1.4 2.05
regulator of G-protein signaling 16 AA390086 -1.8 2.05
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member |AI553043 -1.4 2.05
8

mage-d2 protein AA210242 -1.4 2.05
glycoprotein 49 B Al894044 -1.4 2.05
RIKEN cDNA 6330403N15 gene AA215268 -2.1 2.05
ESTs AA125010 -1.7 2.05
ESTs Al428626 -1.8 2.05
potassium large conductance pH-sensitive channel, AAQ072586 -1.4 2.05
subfamily M, alpha member 3

Public domain EST AI508714 -1.4 2.05
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4 |AA434922 -1.4 2.05
histocompatibility 2, T region locus 10 AA067069 -1.5 2.67
fatty acid binding protein 5, epidermal AA591215 -1.5 2.67
ESTs, Weakly similar to PTPL1-associated RhoGAP AA798970 -1.4 2.67
[H.sapiens]

RIKEN cDNA 1100001123 gene AAB66505 -1.4 2.67
ephrin B3 AA178037 -1.4 2.67
ESTs Al596889 -1.3 2.67
RIKEN cDNA 1200009K17 gene W75009 -1.3 2.67
ESTs Al646624 -1.6 2.67
RIKEN cDNA 2310046B19 gene AA217009 -1.3 2.67
ESTs AA265096 -2.0 2.67
CD151 antigen AA003005 -1.3 2.67
RIKEN cDNA 6130400H19 gene AA881315 -1.8 2.67
regulatory factor X-associated ankyrin-containing protein  |AA146531 -1.3 2.67
apyrase 1, homolog (C. lectularius) Al121485 -1.4 2.67
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RIKEN cDNA 3632410F03 gene AAB881375 -1.6 3.30
ets variant gene 6 (TEL oncogene) AA497592 -1.3 3.30
RIKEN cDNA 6530404A22 gene AA529656 -2.4 3.30
programmed cell death 4 AA177698 -1.3 3.30
teratocarcinoma expressed, serine rich AA116831 -1.3 3.30
RIKEN cDNA 2900019C14 gene AA673894 -1.5 3.30
RIKEN cDNA 4930471A21 gene Al606595 -1.5 3.30
protease (prosome, macropain) 28 subunit, alpha AA794081 -1.4 3.30
DNA segment, Human S2298E AI509041 -2.0 3.30
ESTs AA212102 -1.4 3.30
ESTs, Weakly similar to JAK3 MOUSE TYROSINE- Al604265 -1.7 3.30
PROTEIN KINASE JAK3 [M.musculus]

RIKEN cDNA 0910001L24 gene AA260011 -1.4 3.30
histocompatibility 2, L region AA538511 -1.4 3.30
ESTs AA237735 -1.3 3.30
solute carrier family 4 (anion exchanger), member 3 AA855923 -1.3 3.30
DNA segment, Chr 2, ERATO Doi 435, expressed AA756177 -1.5 3.30
laminin, alpha 5 AAB79966 -1.4 3.30
RIKEN cDNA 1700037H04 gene Al552950 -1.3 3.30
ESTs Al036406 -1.7 3.30
ESTs Al549703 -1.4 3.30
0-6-methylguanine-DNA methyltransferase AA097896 -1.4 3.30
RIKEN cDNA 2610028M21 gene AAB863680 -1.3 3.30
myosin Vlla AI019905 -1.5 3.30
ESTs AA189409 -1.5 3.30
ESTs, Weakly similar to collagen alpha 1 type X Al019893 -1.4 3.30
[R.norvegicus]

heat shock 70kD protein 5 (glucose-regulated protein, AA450922 -1.5 3.30
78kD)

myristoylated alanine rich protein kinase C substrate AA089025 -1.4 3.30
RIKEN cDNA 2010004M01 gene W98251 -1.5 3.30
semaF cytoplasmic domain associated protein 2 AA691592 -1.6 3.30
ephrin B3 Al510011 -1.3 3.30
ESTs AA386845 -1.5 3.30
ESTs AA543690 -1.3 3.30
myocyte enhancer factor 2C Al325323 -1.4 3.48
ESTs, Weakly similar to alpha glucosidase I, alpha subunit|Al592178 -1.7 3.48
[M.musculus]

ESTs Al550098 -1.8 3.48
recombination activating gene 1 gene activation W71636 -1.3 3.48
ESTs AA003923 -1.5 3.48
ESTs Al645441 -1.3 3.48
Public domain EST AA612377 -1.2 3.48
nitric oxide synthase 3, endothelial cell AA177240 -1.3 3.48
ESTs AA118384 -1.5 3.48
protein tyrosine phosphatase, receptor type, D Al528928 -1.7 3.48
ecotropic viral integration site 2 AA124623 -1.9 3.48
sialyltransferase 4C (beta-galactosidase alpha-2,3- AA798202 -1.4 3.48
sialytransferase)

ESTSs, Highly similar to rAl [R.norvegicus] W54651 -1.5 3.48
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D AA049003 -1.5 3.48
ESTs Al194684 -1.9 3.48
RIKEN cDNA 4933433B15 gene AA510671 -1.3 3.48
RIKEN cDNA 2610002D05 gene AA545032 -1.2 3.48
syntaxin binding protein 1 AA004089 -1.3 4.26
angiotensinogen AA571053 -1.5 4.26
ESTs AA797632 -1.8 4.26
RIKEN cDNA 2610034E13 gene AA399827 -1.4 4.26
early B-cell factor AA543172 -1.5 4.26
iroquois related homeobox 3 (Drosophila) AA268059 -1.6 4.26
calreticulin AA562976 -1.3 4.26
ESTs AA981343 -1.4 4.26
calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV AA939631 -1.2 4.26
ESTs Al645157 -1.3 4.26
prenylated SNARE protein Al020451 -1.3 4.26
ESTs AA450488 -1.3 4.26
ESTs Al428744 -1.9 4.26
stromal cell derived factor 1 AA066069 -1.3 4.26
vascular endothelial zinc finger 1 AA874240 -1.3 4.26
Public domain EST AA199056 -1.4 4.26
RIKEN cDNA 3110031B13 gene Al595033 -1.3 4.26
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RIKEN cDNA 2610009E16 gene AA122581 -1.3 4.26
NKB6 transcription factor related, locus 2 (Drosophila) AA762709 -1.5 4.26
ESTs, Weakly similar to myosin-binding C-protein AA123061 -1.4 4.26
[R.norvegicus]

ESTs, Weakly similar to B48205 All-1 protein -GTE form - |Al122193 -1.3 4.26
mouse [M.musculus]

ESTs Al592084 -1.8 4.26
laminin, beta 2 AA048030 -1.2 4.26
human EST 573010 AA755846 -1.4 4.26
t-complex testis-expressed 3 AA414787 -1.3 4.26
ESTs, Highly similar to PROBABLE AA036255 -1.4 4.26
SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE YIL095W

[Saccharomyces cerevisiae]

splicing factor 3a, subunit 2, 66kD Al323047 -1.3 4.26
small inducible cytokine A8 Al604201 -1.4 4.26
RIKEN cDNA 4933400E14 gene AAB67162 -1.5 4.26
RIKEN cDNA 3010033109 gene Al591914 -1.5 4.26
dystrophia myotonica kinase, B15 AA050380 -1.2 4.26
ESTs Al530648 -1.4 4.26
intestinal cell kinase Al530567 -1.6 4.26
RIKEN cDNA 2810021M11 gene AA771616 -1.7 4.26
selenium binding protein 1 W77429 -1.3 4.26
RIKEN cDNA 1600012F09 gene AA789636 -1.2 4.26
ESTs AI592302 -1.3 4.26
septin 1 W16222 -1.6 4.26
ESTs Al508699 -1.7 4.26
FK506 binding protein 4 (59 kDa) AA671029 -1.3 4.26
vesicle-associated membrane protein 2 AA014530 -1.3 4.26
gene trap ankyrin repeat AA242653 -1.2 4.26
RIKEN cDNA 2310046G15 gene AI536198 -1.4 4.26
ESTs AA415717 -1.5 4.26
ESTs Al509615 -1.3 4.26
thromboxane A synthase 1, platelet AA821616 -1.5 4.26
CUG triplet repeat, RNA binding protein 1 AA791990 -1.2 4.26
activin receptor 1B AA617503 -1.5 4.26
ESTs AA184025 -1.5 4.26
ESTs, Moderately similar to interferon-g induced GTPase |AA608395 -1.5 4.26
[M.musculus]

target of myb1 homolog (chicken) AA727299 -1.3 4.26
procollagen, type 1V, alpha 1 AA760135 -1.3 4.26
ESTs AAT793372 -1.4 4.26
RAB23, member RAS oncogene family Al573485 -1.6 4.26
RIKEN cDNA 2210410L06 gene AI536309 -2.2 4.26
eosinophil-associated ribonuclease 3 AA124831 -1.6 4.26
vascular endothelial growth factor B W50682 -1.2 4.26
immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) AA754696 -1.5 4.26
ESTs Al428661 -1.2 4.26
ESTs, Highly similar to T00353 hypothetical protein AA497520 -1.4 4.26
KIAA0697 [H.sapiens]

ESTs, Highly similar to SU(VAR)3-9 PROTEIN [Drosophila|W64167 -1.3 4.26
melanogaster]

ESTs Al509398 -1.6 4.26
RIKEN cDNA 1110001124 gene AA068436 -1.2 4.26
RIKEN cDNA 1810059G22 gene AA437807 -1.3 4.26
CD 81 antigen AA276336 -1.2 4.26
ESTs AA184357 -1.6 4.26
histocompatibility 2, T region locus 23 Al098976 -1.7 4.26
coxsackievirus and adenovirus receptor AA560303 -1.7 4.26
G protein gamma 3 linked gene AA067122 -1.2 4.78
matrix metalloproteinase 15 AA726630 -1.3 4.78
surfeit gene 4 AA606969 -1.2 4.78
ESTs Al390230 -1.6 4.78
calcium channel beta 3 subunit W54062 -1.4 4.78
synaptophysin AA716807 -1.2 4.78
ESTs, Moderately similar to CYTOCHROME P450 IVF3  |W64560 -1.4 4.78
[Homo sapiens]

N-acetylglucosamine kinase AA061835 -1.5 4.78
ESTs, Weakly similar to polypeptide GalNAc transferase- |AA611977 -1.4 4.78
T1 [M.musculus]

ESTs AA080122 -1.3 4.78
ESTs AA510688 -1.3 4.78
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ESTs AA119030 -1.5 4.78
nitric oxide synthase 2, inducible, macrophage AA512708 -1.5 4.78
RIKEN cDNA 1110039C07 gene Al450518 -1.3 4.78
zinc finger protein 46 AA269904 -1.4 4.78
linker of T-cell receptor pathways AI553101 -1.4 4.78
protein tyrosine phosphatase 4a3 W13832 -1.3 4.78
transcription factor E2a W77622 -1.3 4.78
ESTs AA546740 -1.8 4.78
ESTs AA426902 -1.3 4.78
ESTs Al530453 -1.6 4.78
ESTs, Highly similar to AF214737 1 C9orf10a [H.sapiens] |AA106962 -1.4 5.44
RIKEN cDNA 2410016A19 gene AA437947 -1.6 5.44
ESTs Al427062 -1.2 5.44
GTP binding protein 1 AA386616 -1.3 5.44
RIKEN cDNA 1810036J22 gene Al1551485 -1.3 5.44
RIKEN cDNA 2210013118 gene AA386910 -1.3 5.44
ESTs, Weakly similar to SH3B_MOUSE SH3 DOMAIN- AA771615 -1.5 5.44
BINDING GLUTAMIC ACID-RICH PROTEIN (SH3BGR

PROTEIN) [M.musculus]

ESTs AA764465 -1.2 5.44
DNA segment, Chr 2, Brigham & Women's Genetics 1423 |W83739 -1.3 5.44
expressed

ESTs, Highly similar to dJ323M22.2 [H.sapiens] AA571907 -1.3 5.44
plexin 1 AA414276 -1.8 5.44
ESTs AA041819 -1.9 5.44
mini chromosome maintenance deficient 4 homolog (S. AW210222 -1.3 5.44
cerevisiae)

Mus musculus reticulon 3 (Rtn3) mRNA, complete cds AA450462 -1.2 5.44
X-ray repair complementing defective repair in Chinese AA517184 -1.4 5.44
hamster cells 1

ESTs AA444220 -1.4 5.44
ubiquitin specific protease 18 AA396056 -1.4 5.44
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide AA087098 -1.5 5.44
histocompatibility 2, D region locus 1 Al594174 -1.3 5.44
serum response factor AA415341 -1.2 6.02
RIKEN cDNA 2310003C10 gene AA123484 -1.4 6.02
ESTs AA472082 -1.2 6.02
faciogenital dysplasia homolog AA437519 -1.4 6.02
RIKEN cDNA 2610018007 gene AA738934 -1.3 6.02
ESTs, Weakly similar to putative phosphoinositide 5- AA267017 -1.2 6.02
phosphatase type Il [M.musculus]

RIKEN cDNA 1700020E22 gene Al430413 -1.2 6.02
ESTs AA162996 -1.4 6.02
la-associated invariant chain AA759679 -1.3 6.02
signal recognition particle receptor, B subunit AA671503 -1.2 6.02
ESTs Al605635 -1.4 6.02
DNA cross-link repair protein (S. cerevisiae) AA122530 -1.3 6.02
phosphatidylinositol 3-kinase, regulartory subunit, AA033042 -2.4 6.02
polypeptide 2 (p85 beta)

protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 3 |Al1594932 -1.5 6.02
N-acylsphingosine amidohydrolase 2 Al592172 -1.4 6.02
RIKEN cDNA 1700123A16 gene AA458440 -1.3 6.02
cleft lip and palate associated transmembrane protein 1 AAB619756 -1.2 6.02
caveolin, caveolae protein, 22 kDa AA798948 -1.2 6.02
caspase 6 AA183198 -1.2 6.02
POU domain, class 2, transcription factor 1 AA711419 -1.5 6.02
RIKEN cDNA 2010004B12 gene AA616180 -1.7 6.02
ESTs AA116742 -1.2 6.02
RIKEN cDNA 9130019022 gene AA000018 -1.2 6.02
butyrophilin-like 2 AA199011 -1.4 6.02
ESTs Al530538 -1.5 6.02
ESTs, Weakly similar to UBP2_MOUSE UBIQUITIN AAT760172 -1.5 6.02
CARBOXYL-TERMINAL HYDROLASE 2 (UBIQUITIN

THIOLESTERASE 2) (UBIQUITIN-SPECIFIC

PROCESSING PROTEASE 2) (DEUBIQUITINATING

ENZYME 2) (41 KDA UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE)

[M.musculus]

FMS-like tyrosine kinase 3 ligand Al159345 -1.5 6.02
RIKEN cDNA 2510039018 gene AA727383 -1.2 6.62
DNA segment, Chr 16, human D22S1738E Al020447 -1.3 6.62
serine protease inhibitor 1-5 W13979 -1.6 6.62
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ESTs AA879701 -1.2 6.62
RIKEN cDNA 2700063A19 gene AA537130 -1.3 6.62
pale ear AA600571 -1.3 6.62
RIKEN cDNA 1700001E04 gene Al595533 -1.3 6.62
ESTs AA589092 -1.3 6.62
mitogen activated protein kinase 14 AA549577 -1.2 6.62
RIKEN cDNA 2610101M19 gene AA120675 -1.4 6.62
nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2 AA727208 -1.2 6.62
breast cancer 2 AA123045 -1.2 6.62
ESTs AAB69784 -1.3 6.62
vitronectin AA980366 -1.2 6.62
myxovirus (influenza virus) resistance 1 AA138836 -1.5 6.62
ESTs, Highly similar to GASTRULA ZINC FINGER AA154358 -1.2 6.62
PROTEIN XLCGF58.1 [Xenopus laevis]

interferon concensus sequence binding protein Al386405 -1.4 6.62
ESTs Al604488 -1.5 6.62
ESTs Al183169 -1.5 6.62
ESTs AA146572 -1.3 6.62
thioether S-methyltransferase W18463 -1.3 6.62
ephrin Al AA738854 -1.2 6.62
ESTs Al508692 -1.2 6.62
ESTs Al390830 -1.4 6.62
RIKEN cDNA 2810403B03 gene AA461681 -1.5 6.62
NADH dehydrogenase flavoprotein 1 AA051567 -1.2 6.62
distal-less homeobox 1 AA437933 -1.3 6.62
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 6 AAB38277 -1.2 6.62
RIKEN cDNA 1300003A17 gene Al508487 -1.3 6.62
interferon activated gene 203 AA399859 -1.4 6.62
antigen p97 (melanoma associated) identified by Al322380 -2.6 6.62
monoclonal antibodies 133.2 and 96.5

RIKEN cDNA 2610024P03 gene Al036374 -1.3 6.62
RIKEN cDNA 2600009M07 gene AA756009 -1.2 6.62
ESTs, Highly similar to S12207 hypothetical protein AA616549 -1.5 6.62
[M.musculus]

FSHD region gene 1 AW209777 -1.3 6.62
ESTs AAB881395 -1.3 6.62
ESTs, Weakly similar to non-receptor protein tyrosine AA815521 -1.3 6.62
kinase Ack [M.musculus]

ESTs, Weakly similar to ANKYRIN, BRAIN VARIANT 2 AAB67157 -1.6 6.62
[Homo sapiens]

epsin 1 AA011791 -1.4 6.62
adducin 3 (gamma) AA142685 -1.3 6.62
phospholipase D2 W61990 -1.2 6.62
lymphocyte antigen 68 AA145088 -1.3 6.62
inositol polyphosphate phosphatase-like 1 AA711654 -1.2 6.62
nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 AA220156 -1.3 6.94
vacuolar protein sorting 45 (yeast) Al324447 -1.2 6.94
ESTs, Highly similar to AF257319 1 SH3-containing protein|AA123176 -1.3 6.94
SH3GLB2 [H.sapiens]

Public domain EST Al466577 -1.2 6.94
X-linked myotubular myopathy gene 1 Al121593 -1.3 6.94
ESTs Al592555 -1.3 6.94
RIKEN cDNA 1700037C18 gene AA063830 -1.4 6.94
ESTs, Highly similar to DNA-REPAIR PROTEIN Al509373 -1.2 6.94
COMPLEMENTING XP-B CELLS HOMOLOG [Mus

musculus]

transmembrane protein with EGF-like and two follistatin- Al098476 -1.6 6.94
like domains 2

Public domain EST Al549621 -1.2 6.94
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8 Al509048 -1.2 6.94
DNA segment, Chr 4, Wayne State University 24, AI595325 -1.4 6.94
expressed

cytochrome ¢ oxidase, subunit VI a, polypeptide 2 Al892132 -1.2 6.94
ESTs AA543485 -1.4 6.94
ESTs Al645262 -1.3 6.94
RIKEN cDNA 2010004N24 gene AW?210416 -1.3 6.94
vesicle-associated membrane protein 1 Al450533 -1.4 6.94
bone morphogenetic protein 1 AA000813 -1.4 6.94
nuclear transcription factor-Y gamma AA073194 -1.2 6.94
neural precursor cell expressed, developmentally down- AA606845 -1.4 6.94

regulated gene 1
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ESTs, Highly similar to S12207 hypothetical protein AA145093 -1.5 6.94
[M.musculus]

Socs-5 Al425448 -1.5 6.94
FXYD domain-containing ion transport regulator 1 AA002987 -1.2 6.94
ESTs AAB67614 -1.2 6.94
myeloid-associated differentiation marker AAB06711 -1.2 6.94
RIKEN cDNA 2700026H11 gene AA451048 -1.2 6.94
histocompatibility 2, class Il antigen E beta AA792785 -1.4 6.94
phospholipase C-like protein AA522203 -1.2 6.94
platelet derived growth factor, alpha AI893970 -1.5 6.94
Y box protein 1 AA450785 -1.2 6.94
regulatory protein, T lymphocyte 1 Al614435 -1.6 6.94
RIKEN cDNA 4931420H10 gene AA445521 -1.3 6.94
ESTs, Weakly similar to S28183 aryl sulfotransferase AI595193 -1.2 6.94
[M.musculus]

polypyrimidine tract binding protein AA549391 -1.2 6.94
RIKEN cDNA 1500031M19 gene Al594067 -1.4 6.94
interferon gamma induced GTPase AA596514 -1.3 6.94
RIKEN cDNA 3000003F02 gene Al613612 -1.8 6.94
sialyltransferase 7 ((alpha-N-acetylneuraminyl 2,3-beta- AA444639 -1.2 6.94
galactosyl-1,3)-N-acetyl galactosaminde alpha-2,6-

sialyltransferase) B

neighbor of Punc E11 AA177505 -1.2 6.94
peptidylprolyl isomerase C AA212126 -1.2 6.94
Mus musculus Gdi-1 mRNA for RhoGDI-1, complete cds  |AA105950 -1.2 6.94
RIKEN cDNA 2610209L21 gene AA873958 -1.2 6.94
arachidonate 12-lipoxygenase AA796544 -1.6 6.94
procollagen, type 1V, alpha 2 W53787 -1.2 6.94
insulin-like growth factor 2 receptor AA755961 -1.2 6.94
GTF2I repeat domain-containing 1 AAB74222 -1.3 6.94
RIKEN cDNA 2310001A20 gene AA549326 -1.2 6.94
ESTs, Weakly similar to transin-1 [M.musculus] AA716836 -1.5 6.94
RIKEN cDNA C330026P08 gene AA414248 -1.6 6.94
suppressor of Lec15 homolog (C.griseus) AA254930 -1.3 6.94
RIKEN cDNA 2410001E19 gene AA387252 -1.2 6.94
pyruvate dehydrogenase 2 AA399773 -1.3 6.94
RIKEN cDNA 1300018P11 gene AA690645 -1.6 6.94
cathepsin H W17422 -1.3 6.98
ESTs AA420047 -1.4 6.98
RIKEN cDNA 1190005P08 gene AA606873 -1.2 6.98
RIKEN cDNA 9030612K14 gene AA185231 -1.2 6.98
RIKEN cDNA 9130014108 gene AA612076 -1.2 6.98
ESTs, Weakly similar to T00025 PSD-95 binding protein - |Al464317 -1.5 6.98
rat [R.norvegicus]

sodium channel, voltage-gated, type |, beta polypeptide Al156705 -1.6 6.98
RIKEN cDNA 1200017EQ7 gene AA072083 -1.2 6.98
feminization 1 a homolog (C. elegans) W14831 -1.4 6.98
RIKEN cDNA 2810451A06 gene Al593610 -1.6 6.98
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, |Al892400 -1.2 6.98
alpha subunit, isoform 1

insulin-like growth factor binding protein 1 Al892189 -1.5 6.98
ESTs W14850 -1.4 6.98
ESTs, Weakly similar to (defline not available 2131682) AAB00536 -1.2 6.98
[S.cerevisiae]

ESTs AA185212 -1.2 6.98
ESTs Al549693 -1.4 6.98
ESTs Al121941 -1.4 6.98
ESTs, Moderately similar to S12207 hypothetical protein  |Al592809 -1.5 6.98
[M.musculus]

hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 7 Al154030 -1.2 6.98
ESTs, Weakly similar to myosin-Va [R.norvegicus] Al121707 -1.5 6.98
ESTs, Weakly similar to 148722 zinc finger protein - mouse |Al530568 -1.3 6.98
[M.musculus]

ESTs W82199 -1.5 6.98
ESTs, Highly similar to KIAA0456 protein [H.sapiens] Al605614 -1.4 6.98
laminin B1 subunit 1 Al551931 -1.2 6.98
ESTs AA874187 -1.3 6.98
ESTs, Weakly similar to T46257 hypothetical protein Al614843 -1.3 6.98
DKFZp7610031.1 [H.sapiens]

double C2, gamma AA467531 -1.2 6.98
mannose-6-phosphate receptor, cation dependent AA638917 -1.2 6.98
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RIKEN cDNA 0610039P13 gene AA200703 -1.4 6.98
engrailed 1 AA711901 -1.5 6.98
kinase insert domain protein receptor W85664 -1.3 6.98
mitogen-activated protein kinase 7 Al430199 -1.3 6.98
ESTs, Weakly similar to T15823 hypothetical protein AA591537 -1.2 6.98
C52E12.3 - Caenorhabditis elegans [C.elegans]

Mus musculus unknown protein mRNA, partial cds AA182981 -1.3 6.98
RIKEN cDNA 4931406120 gene AA612147 -1.2 7.60
annexin A6 AA671168 -1.2 7.60
ESTs, Weakly similar to F-box protein FBX13 [M.musculus] |AA498791 -1.3 7.60
syntrophin, basic 1 Al180768 -1.4 7.60
protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2 |W57231 -1.3 7.60
ESTs Al550101 -1.6 7.60
ESTs AA399725 -1.4 7.60
ESTs, Highly similar to KIAA1223 protein [H.sapiens] AA068501 -1.2 7.60
ubiquitin-conjugating enzyme 4 AA591129 -1.2 7.60
RIKEN cDNA 2610304F09 gene AW?210206 -1.3 7.60
myosin Vb Al020338 -1.2 7.60
eleven-nineteen lysine-rich leukemia gene Al121419 -1.3 7.60
dual specificity phosphatase 10 Al429029 -1.5 7.60
RIKEN cDNA 6530406A20 gene AA739088 -1.2 7.60
ESTs, Weakly similar to cDNA EST yk325c7.5 comes from |[AA624872 -1.2 7.60
this gene [C.elegans]

CUG triplet repeat, RNA binding protein 1 AA770801 -1.2 7.60
nuclear factor I/A AA690418 -1.2 7.60
homeodomain interacting protein kinase 2 AA549549 -1.2 7.60
Public domain EST Al019760 -1.2 7.60
H1 histone family, member 2 W17615 -1.2 7.60
ESTs AA789647 -1.3 7.60
ESTs AA276747 -1.3 7.60
RIKEN cDNA 4930470013 gene AA790309 -1.3 7.60
mini chromosome maintenance deficient (S. cerevisiae) Al645415 -1.3 7.60
ELKL motif kinase AAB06985 -1.2 7.60
ESTs, Highly similar to KIAA0169 protein [H.sapiens] Al509457 -1.2 7.60
Public domain EST Al047903 -1.2 7.60
ESTs AAB23478 -1.3 7.60
RIKEN cDNA 2310005E10 gene Al390242 -1.2 7.60
hypothetical protein MGC7002 AA174774 -1.3 7.60
mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 3 AAB22046 -1.2 7.60
ESTs AA689758 -1.5 7.60
RIKEN cDNA 2310076G13 gene AA068212 -1.4 7.60
RIKEN cDNA 1810024J13 gene AA544844 -1.2 7.60
epimorphin AA048759 -1.5 7.60
ESTs, Weakly similar to SMD1_HUMAN SMALL WwW88137 -1.1 7.60
NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN SM D1 [M.musculus]

ESTs AA472455 -1.5 7.60
gene rich cluster, C3f gene W48119 -1.3 7.60
RPB5-mediating protein AA145326 -1.3 7.60
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 Al323199 -1.3 7.60
ESTs AA288278 -1.6 7.60
ESTs Al552098 -1.2 7.60
RIKEN cDNA 1100001A21 gene Al605022 -1.6 7.60
reduced expression 2 AA474825 -1.3 7.60
ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein AA606940 -1.2 7.60
RIKEN cDNA 1110020M21 gene AA063845 -1.3 7.60
growth factor independent 1B Al463842 -1.5 7.60
ESTs, Highly similar to KIAA0808 protein [H.sapiens] AA184909 -1.6 7.62
insulin-like growth factor binding protein 5 W89253 -1.5 7.62
ESTs, Weakly similar to NED4 MOUSE NEDD-4 PROTEIN [Al1120198 -1.5 7.62
[M.musculus]

ESTs, Weakly similar to NAH1 MOUSE Al606379 -1.1 7.62
SODIUM/HYDROGEN EXCHANGER 1 [M.musculus]

ESTs Al508693 -1.4 7.62
ESTs AA472307 -1.4 7.62
alpha glucosidase 2, alpha neutral subunit Al180958 -1.2 7.62
mitogen activated protein kinase 14 W78296 -1.2 7.62
exostoses (multiple) 1 AA710704 -1.6 7.62
RIKEN cDNA 2210011C24 gene AA529486 -1.3 7.62
ESTs AA433721 -1.6 7.62
prosaposin AAB06949 -1.1 7.62
ESTs AA117283 -1.4 7.62
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glutamate oxaloacetate transaminase 2, mitochondrial AA450847 -1.1 7.62
ESTs, Weakly similar to MLZ4 MOUSE ZINC FINGER AI1509698 -1.9 7.62
PROTEIN MLZ-4 [M.musculus]

Yamaguchi sarcoma viral (v-yes-1) oncogene homolog AA049131 -1.3 7.62
RIKEN cDNA 3010027G13 gene AA606955 -1.2 7.62
ESTs AA138861 -1.4 7.62
ESTs AA260592 -1.3 7.62
Mouse complement factor H-related protein mRNA, AA570965 -1.4 7.62
complete cds, clone 9C4

RIKEN cDNA 2600017P10 gene Al429838 -1.2 7.62
RIKEN cDNA 2310012N15 gene AA117292 -1.2 7.62
hepatocyte growth factor Al225823 -1.4 7.62
ESTs, Moderately similar to KIAA0946 protein [H.sapiens] |AI591829 -1.3 7.62
RIKEN cDNA 0610011L04 gene AA087441 -1.2 7.62
cellular repressor of E1A-stimulated genes AA544212 -1.2 7.62
RIKEN cDNA 4932434G09 gene Al613719 -1.5 7.62
ESTs Al614581 -1.2 7.62
RIKEN cDNA 2310066E14 gene AA003561 -1.1 7.62
RIKEN cDNA 2610314124 gene Al606392 -1.2 7.62
SWAP complex protein, 70 kDa AA437805 -1.3 7.62
solute carrier family 12, member 7 Al158743 -1.2 7.62
ESTs, Moderately similar to DRPLA [H.sapiens] Al643212 -1.2 7.62
klotho AA162364 -1.6 8.04
solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion |AA619114 -1.3 8.04
transporters), member 2

ESTs Al594323 -1.6 8.04
RIKEN cDNA 1700023M09 gene AA060880 -1.2 8.04
signal recognition particle 54 kDa AA982259 -1.2 8.04
kinesin family member 21B Al645902 -1.5 8.04
otoconin 90 AA437800 -1.6 8.04
ESTs AA880094 -1.2 8.04
ESTs, Highly similar to KIAA0169 protein [H.sapiens] AA118619 -1.2 8.04
RIKEN cDNA 2810036M19 gene AI595030 -1.2 8.04
RIKEN cDNA 1810073E21 gene AA754886 -1.1 8.04
cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 1 (muscle) AA596914 -1.6 8.04
ESTs, Weakly similar to S22934 testis-specific protein AA184365 -1.2 8.04
[M.musculus]

adaptor protein complex AP-1, sigma 1 AA049247 -1.2 8.88
ESTs AA759494 -1.4 8.88
RIKEN cDNA 2700063N13 gene AA399805 -1.2 8.88
resistin like alpha AA712003 -1.4 8.88
RIKEN cDNA 2310066H07 gene AA983004 -1.3 8.88
RIKEN cDNA 2810475J17 gene AA656067 -1.1 8.88
ESTs Al450423 -1.4 8.88
cofilin 1, non-muscle AA562691 -1.2 8.88
ESTs Al390325 -1.4 8.88
ESTs Al592195 -1.2 8.88
CDC like kinase 4 AA444586 -1.4 8.88
RIKEN cDNA 2700018N07 gene Al120958 -1.2 8.88
DEAD (aspartate-glutamate-alanine-aspartate) box Al510645 -1.3 8.88
polypeptide, Y chromosome

histocompatibility 2, T region locus 17 AA423123 -1.3 8.88
ESTs, Moderately similar to KIAA1313 protein [H.sapiens] |AA388290 -1.5 8.88
serine protease inhibitor 6 AA189231 -1.2 8.88
schlafen 2 W36524 -1.3 8.88
ESTs AA289146 -1.2 8.88
interleukin 15 AA709787 -1.2 8.88
DNA segment, Chr 7, ERATO Doi 684, expressed Al592230 -1.3 8.88
FK506 binding protein 8 (38 kDa) AA450783 -1.1 8.88
RIKEN cDNA 5730403B10 gene AA624498 -1.1 8.88
RIKEN cDNA 1110060010 gene AI585414 -1.1 8.88
RIKEN cDNA 4430402G14 gene AA619848 -1.2 8.88
ESTs AA060306 -1.2 8.88
Public domain EST AAB84309 -1.6 8.88
ESTs AA240290 -1.3 8.88
ESTs, Highly similar to EUKARYOTIC INITIATION AA684461 -1.2 8.88
FACTOR 4 GAMMA [Homo sapiens]

ESTs, Moderately similar to p63 [H.sapiens] AA183016 -1.1 8.88
ESTs AI552710 -1.2 8.88
ESTs Al509666 -1.4 8.88
geranylgeranyl diphosphate synthase 1 Al118639 -1.5 8.88
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endothelial differentiation, lysophosphatidic acid G-protein- |AI550109 -1.2 8.88
coupled receptor 4

RIKEN cDNA 2610016A03 gene Al425770 -1.2 8.88
ESTs AA124744 -1.2 9.01
repeat family 3 gene AA517682 -1.1 9.01
solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member |AA397253 -1.2 9.01
1

protein kinase inhibitor, gamma AA210230 -1.2 9.01
RIKEN cDNA 1810036E22 gene AA562577 -1.2 9.01
RIKEN cDNA 1700029108 gene Al882327 -1.7 9.01
Mus musculus unknown protein mRNA, partial cds AI550227 -1.2 9.01
interleukin 1 receptor, type | AA543982 -1.2 9.01
ESTs AI508570 -1.4 9.01
guanine nucleotide binding protein, alpha 12 AA561797 -1.1 9.01
RIKEN cDNA 0610012J09 gene AA036434 -1.1 9.01
ESTs AI530741 -1.4 9.01
Mus musculus nucleolar protein ANKT mRNA, complete  |AA920753 -1.3 9.01
cds

ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 Al121701 -1.4 9.01
ribosomal protein L41 Al120332 -1.6 9.01
ESTs AA881377 -1.2 9.01
ESTs AA674781 -1.3 9.01
syntaxin binding protein 4 AA919678 -1.2 9.01
ESTs, Weakly similar to putative protein kinase AI553059 -2.4 9.01
[M.musculus]

fibroblast growth factor 1 AA261582 -1.3 9.01
phosphodiesterase 1C AA856411 -1.3 9.01
guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating, extra |Al180799 -1.1 9.01
large

RIKEN cDNA 5730555F13 gene AI552364 -1.4 9.01
RIKEN cDNA 9530089B04 gene AA267871 -1.2 9.01
homeo box A10 AA475215 -1.3 9.01
ESTs AA738913 -1.2 9.01
ESTs Al596800 -1.3 9.01
glucosamine-6-phosphate deaminase AA438071 -1.2 9.01
src associated in mitosis, 68 kDa AA444584 -1.1 9.01
Bcl-2-related ovarian killer protein-like-pending W65005 -1.2 9.01
RIKEN cDNA 3110002L15 gene AA474398 -1.2 9.01
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 21 AAB07174 -1.4 9.01
RIKEN cDNA 0610011J09 gene Al645425 -1.2 9.01
RIKEN cDNA 2810481F14 gene AA162701 -1.3 9.01
ESTs, Weakly similar to ODPB_HUMAN PYRUVATE AI391020 -1.3 9.01
DEHYDROGENASE E1 COMPONENT BETA SUBUNIT,

MITOCHONDRIAL PRECURSOR [H.sapiens]

ESTs AI391178 -1.4 9.25
ESTs Al664114 -1.7 9.25
latent transforming growth factor beta binding protein 2 Al099009 -1.4 9.25
ESTs AA880254 -1.3 9.25
RIKEN cDNA 4933435A13 gene AA210243 -1.3 9.25
immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat |AlI892179 -1.4 9.25
synaptotagmin 13 Al050367 -1.3 9.25
neutrophilic granule protein AA060282 -1.7 9.25
RIKEN cDNA 2810425J22 gene AI551973 -1.2 9.25
high mobility group nucleosomal binding domain 1 W14418 -1.6 9.25
sema domain, immunoglobulin domain (lg), and GPI Al607683 -1.2 9.25
membrane anchor, (semaphorin) 7A

ESTs, Weakly similar to BcDNA:LD21720 gene product AA764450 -1.2 9.25
[D.melanogaster]

RIKEN cDNA 1700052N19 gene AA457882 -1.2 9.25
ESTs Al391308 -1.2 9.25
RIKEN cDNA 1300019111 gene AI509969 -1.3 9.25
ESTs Al450530 -1.3 9.25
ESTs, Highly similar to EVI2B PROTEIN PRECURSOR Al893742 -15 9.25
TROPIC VIRAL INTEGRATION SITE 2B PROTEIN)

[Homo sapiens]

matrix metalloproteinase 11 Al120903 -1.4 9.25
ESTs Al430575 -1.2 9.25
DNA segment, Chr 11, Brigham & Women's Genetics 0554 | AA590095 -11 9.25
expressed

Part of messenger RNA for mouse delta-immunoglobulin  |AA444443 -1.3 9.25

(codes for part of exon 8 - one of two alternate C-termini)
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SEC61, alpha subunit 2 (S. cerevisiae) AI550200 -1.3 9.25
ESTs, Moderately similar to ATPD RAT ATP SYNTHASE |AA412831 -1.2 9.25
DELTA CHAIN, MITOCHONDRIAL PRECURSOR

[R.norvegicus]

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent W84225 -1.2 9.66
regulator of chromatin, subfamily b, member 1

guanylate nucleotide binding protein 2 Al180927 -1.2 9.66
ESTs, Weakly similar to nuclear protein np95 [M.musculus] |AA387951 -1.1 9.66
hepatoma-derived growth factor, related protein 2 AA387018 -1.1 9.66
RIKEN cDNA 1300011P19 gene AA608348 -1.2 9.66
neurochondrin AA018015 -1.2 9.66
gene trap locus 3 AA432483 -1.2 9.66
RIKEN cDNA 4833416109 gene AA450767 -1.1 9.66
ESTs AA145508 -1.5 9.66
wingless-related MMTYV integration site 5A AA388110 -1.5 9.66
ESTs AAB881666 -1.8 9.66
RIKEN cDNA 2900016D05 gene Al627138 -1.2 9.66
MAP kinase-interacting serine/threonine kinase 1 AAB55158 -1.1 9.66
insulin-like growth factor 1 Al604642 -1.8 9.66
RIKEN cDNA 1810027010 gene AA544415 -1.1 9.66
ESTs W62237 -1.2 9.66
ESTs Al530466 -1.2 9.66
ESTs AA289639 -1.7 9.66
dynein, axon, light chain 4 AA675540 -1.3 9.66
RIKEN cDNA 5730454C12 gene AA161828 -1.3 9.66
guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating, extra |AI550047 -1.1 9.66
large

squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3 |AA437564 -1.2 9.66
ESTs AA119371 -1.4 9.66
RIKEN cDNA 6620401D04 gene AA139038 -1.4 9.66
ESTs, Weakly similar to muscle glycogen synthase Al465768 -1.4 9.66
[M.musculus]

delta-like 1 homolog (Drosophila) AA015264 -1.6 9.66
Mus musculus 13 days embryo head cDNA, RIKEN full- Al390861 -1.5 9.66
length enriched library, clone:3100001E17, full insert

sequence

ESTs AA285835 -1.2 9.66
ESTs AA596866 -1.5 9.66
annexin A7 AA616992 -1.4 9.66
transmembrane domain protein regulated in adipocytes 40 |[AA839984 -1.1 9.66
kDa

ESTs, Weakly similar to 149441 Mouse 19.5 mRNA, AA789551 -1.3 9.66
complete cds - mouse [M.musculus]

RIKEN cDNA 2310047B19 gene W83611 -1.2 9.66
procollagen, type Xl, alpha 1 AA268923 -1.4 9.66
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), AA066475 -1.2 9.66

member 4
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