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1. Einleitung

1.1 Das invasive Mammakarzinom

Das invasive Mammakarzinom ist ein infiltrativ wachsender, maligner epithelialer Tumor, der
aus dem Brustdriisenparenchym entsteht und héufig metastasiert. Das Mammakarzinom ist
eine heterogene Erkrankung mit einem breiten Spektrum pathologischer Entititen mit
definierten klinischen Eigenschaften (Simpson et al. 2005). Histologisch kann das Mamma-
karzinom je nach Ursprungslokalitit in das Milchgangskarzinom (duktales Karzinom) bzw.
das Léppchenkarzinom (lobuldres Karzinom) eingeteilt werden. Es werden invasive und
nicht-invasive Wachstumsformen unterschieden. Die héufigste histologische Tumorentitdt ist
das invasiv duktale Karzinom (IDC), mit einem Anteil von circa 70-80 % (Reiner 2000),
gefolgt von dem invasiv lobulirem Karzinom (ILC) mit circa 10-15 % (Mallon et al. 2000).
Invasiv tubuldre, muzindse, medullidre und papillire Karzinome treten hingegen selten auf (je
etwa 2 %). Die verschiedenen Tumorentititen unterscheiden sich in ihrer klinischen

Prisentation, ihrer histologischen Charakteristik sowie in der Prognose.
1.1.1 Epidemiologie und Inzidenz

Nach Angaben der TARC (International Association on Research of Cancer) erkranken
weltweit pro Jahr etwa 1,2 Millionen Frauen an Brustkrebs, 410.000 sterben daran (Ferlay et
al. 2007). Brustkrebs ist damit die haufigste Krebserkrankung der Frau weltweit. In
Deutschland erkranken schédtzungsweise 50.000 Frauen pro Jahr an Brustkrebs. Damit ist das
Mammakarzinom innerhalb Deutschlands die am hdufigsten auftretende Krebserkrankung der
Frau (Abb. 1). Die Inzidenz des Mammakarzinoms nimmt mit steigendem Lebensalter zu.
Das Risiko einer Frau, in threm Leben an Brustkrebs zu erkranken, betrdgt etwa 10-12 %
(Benson et al. 2009; Funke and Villena 2008; Parkin et al. 2005). Auch im Bezug auf die
Mortalitdt ist das Mammakarzinom die hdufigste Todesursache. So starben im Jahr 2002 etwa
17.500 Frauen an Brustkrebs (Parkin et al. 2005). Dies entspricht 4 % aller Todesfille bei
Frauen und 17 % der durch Krebs verursachten Todesfille der weiblichen Bevolkerung. Bei
Frauen im Alter zwischen 35 und 55 Jahren ist das Mammakarzinom die héufigste Todes-
ursache. Die 5-Jahres-Uberlebensrate des Mammakarzinoms liegt iiber alle Tumorstadien

gemittelt bei 76 % (Funke and Villena 2008). Wihrend Inzidenz und Mortalitdt lange Zeit
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stetig parallel anstiegen, ist in den letzten 15 Jahren die Mortalitit in den meisten
Industrieldndern stabil geblieben bzw. zuriickgegangen (Decker et al. 2009). Dies ist unter
anderem auf die Einfilhrung der Mammographie Screenings sowie auf verbesserte
Behandlungsmoglichkeiten zuriickzufiihren (Benson et al. 2009; Ferlay et al. 2007). Zugleich
kam es durch das Mammographie Screening zu einer wachsenden Inzidenz des Mamma-
karzinoms.

Die Mehrzahl der Brustkrebserkrankungen treten sporadisch auf, es bestehen aber sowohl
erbliche als auch externe Risikofaktoren. Dabei sind nur etwa 5% der Brustkrebs-
erkrankungen erblich bedingt. Brustkrebs kommt hauptsichlich bei Frauen vor, nur etwa 1 %
der Brustkrebserkrankungen betreffen Manner (Cutuli et al. 2009). Zusammenfassend kann
man sagen, dass das Alter und das weibliche Geschlecht die Hauptrisikofaktoren fiir das

Mammakarzinom sind (Benson et al. 2009).

A Héufigsten Krebsneuerkrankungen und Krebssterbefille der Frau in Deutschland

Brustkrebs
Darmkrebs
Gebarmutterkrebs
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Abb. 1: A: Hiufigste Krebsneuerkrankungen und Krebssterbefille in Deutschland im Jahr 2002
(GLOBOCAN), B: Brustkrebs Inzidenz und Sterblichkeit weltweit und im Vergleich
Deutschland/Weltweit im Jahr 2002 (GLOBOCAN)
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1. 1. 2. Klassifizierung des Mammakarzinoms

In Anbetracht der Komplexitét der Erkrankung entwickelten die Pathologen Klassifizierungs-
systeme zur Erfassung der verschiedenen Formen des Mammakarzinoms. Die derzeitigen
Klassifizierung sind {iberwiegend deskriptiv definierte morphologische Entitdten, deren
prognostische Relevanz durch retrospektive Analysen belegt sind (Geyer et al. 2009). Die
Bestimmung von moglichen Prognosefaktoren hat das Ziel, den Krankheitsverlauf prospektiv
vorherzusagen und ist zudem fiir die Wahl der Therapieform wichtig. Die wichtigsten
Klassifizierungssysteme des Mammakarzinoms sind das Grading, die TNM-Klassifizierung

sowie das Staging. Auf diese drei wird im Folgenden ndher eingegangen.

1. 1. 2. 1. Grading

Unter Tumorgrading versteht man den Grad der histologischen Entdifferenzierung der
Tumorzellen. Das Tumorgrading geht auf Bloom und Richardson (Bloom and Richardsom
1957) zuriick und wird heute von der WHO in einer modifizierten Form empfohlen. Nach
histologischen und zytologischen Kriterien ist eine Einteilung in niedrig maligne, mittelgradig
maligne und hoch maligne Tumore moglich. Das heute gebrduchliche Gradingsystem umfasst
eben diese drei Malignititsgrade. So werden die Tumore in Grad 1, 2 oder 3 eingeteilt, dies
geschieht unter Beriicksichtigung der Driisenbildung, der Kernatypien sowie der Anzahl der
Mitosen (G1 = gut differenziert, G2 = miBig differenziert, G3 = gering differenziert). Hohere
Malignitétsgrade sind mit einer hoheren Rezidivrate, einer hoheren Metastasierungs-

wahrscheinlichkeit und somit mit einer schlechteren Uberlebensrate verbunden.

1. 1. 2. 2. Die TNM-Klassifizierung

Die TNM-Klassifizierung von Tumoren ist ein weltweit anerkanntes und verwendetes System
zur Beschreibung und Einteilung des Stadiums von Krebserkrankungen. Sie wurde von der
Union internationale contre le cancer (UICC) eingefiihrt (Sobin 2001). Die TNM-
Klassifizierung beschreibt die GroBe des Tumors (T), die Anzahl der befallenen
Lymphknoten (N) und eine eventuelle Fernmetastasierung (M). Die Ausdehnung des Primart-
umors (T), wird je nach GroBe mit den Zahlen null bis vier beschrieben. N und M beschreiben
jeweils das Fehlen (NO/MO) oder das Vorhandensein (NI-N3/M1) von Lymph-

knotenmetastasen bzw. Fernmetastasen. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iiber die Einstufungs-
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kriterien entsprechend der TNM-Klassifizierung fiir Brustkrebs (Sobin and Fleming 1997). Ist
der TNM-Klassifizierung ein p vorangesetzt (pTNM), so steht dieses fiir histologisch

gesicherte Daten.

Tab. 1: TNM-Klassifizierung des Mammakarzinoms

T N M
Tumorgrofie Lymphknoten Metastasen
TO kein Tumor nachweisbar NO  keine MO keine Metastase
nachweisbar
Tis Carcinoma in situ N1 1-3 M1 Metastase nachweisbar
T1 bis2cm N2 49
T2 >2cm<5cm N3 >9
T3 >5cm
T4 jede GroBe mit Ausdehnung
auf die Brustwand oder Haut

1. 1. 2. 3. Staging

Die Stadieneinteilung (Staging) nach UICC ist fiir die Festlegung der addquaten Therapie
eines Mammakarzinoms von grofler Bedeutung und gilt als der wichtigste prognostische
Faktor (Funke and Villena 2008). Beim Staging werden die Patientinnen in Gruppen mit den
Stadien O bis IV entsprechend dem Ausmal ihrer Erkrankung eingeteilt. Die Einteilung in
Stadien erleichtert wie eingangs erwihnt, die Festlegung einer individuellen Therapie.
Zusitzlich ermoglicht das Staging eine verbesserte Prognose-Abschitzung sowie eine
optimale Vergleichbarkeit verschiedener Therapieansidtze. Die pathologische Stadien-
einteilung setzt sich aus den Daten des klinischen Stagings sowie der histopathologischen
Untersuchung des Primédrtumors und der Lymphknoten zusammen. Das derzeit
gebriuchlichste System zur Stadieneinteilung ist das der UICC, welches auf der TNM-
Klassifizierung aufbaut (Tab. 2).
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Tab. 2: Stadieneinteilung nach UICC, aufbauend auf der TNM-Klassifizierung

T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1 NO MO
Stadium ITA TO, T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IITA TO, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadium IIIB T4 NO, N1, N2 MO
Stadium IIIC jedes T N3 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

1. 1. 3. Diagnostik des Mammakarzinoms

Fir die Detektion des Mammakarzinoms stehen zahlreiche diagnostische Verfahren zur
Verfiigung. So folgen der klinischen Untersuchung eine Reihe bildgebender Verfahren wie
die Rontgenmammographie, die Mammasonographie und die MRT-Untersuchung. Besteht
grundlegender Verdacht auf eine maligne Erkrankung, wird eine Biopsie vorgenommen. Im

Folgenden wird auf die Mammographie ndher eingegangen.

1. 1. 3. 1. Mammographie

Die Mammographie ist die Rontgenuntersuchung der Brustdriise mit einer speziellen
Weichstrahltechnik. Sie stellt aktuell die bedeutendste, bildgebende Methode in der
Mammadiagnostik dar, da sie bisher die einzige Bildgebung ist, die sich fiir ein Screening der
Brustdriise eignet. Durch das Mammographie Screening wird eine zeitliche Vorverlegung der
Diagnostik in den préklinischen Bereich angestrebt. Dies soll langfristig zu einer Senkung der
Brustkrebssterblichkeit beitragen. Es gibt eine Reihe groBer prospektiver randomisierter
Studien zur Evaluierung der Mammographie Screenings. Obwohl sich die durchgefiihrten
Studien hinsichtlich ihres Designs unterschieden, konnte iibereinstimmend nachgewiesen
werden, dass mit Hilfe der Screening-Mammographie eine altersabhéngige relative Reduktion
der brustkrebsspezifischen Mortalitdt um 20-40 % moglich ist. Eine Metaanalyse der Daten
von sieben Studien belegte eine Verringerung der brustkrebsspezifischen Sterblichkeit von

24 % (Smith et al. 2003; Wruk 2008).
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1. 2. Das duktale In-situ-Karzinom (DCIS)

Bei der histopathologischen Klassifizierung des Mammakarzinoms werden nicht-invasive und
invasive Tumorformen unterschieden, die im Wesentlichen als duktale oder lobulére, seltener
als andere histologische Entititen auftreten. Die nicht-invasiven Mammakarzinome sind
definiert als Karzinome innerhalb der Brustdriisengdnge (duktales /n-situ-Karzinom, DCIS)
oder der Brustdriisenldppchen (lobulédres In-situ-Karzinom, LCIS) ohne Invasion des um-
liegenden Stromas. Eine schematische Darstellung des Brustaufbaus mit Lokalisation von
Lobuli und Dukti ist in Abbildung 2 zu sehen. Im Folgenden soll weiter auf das duktale
In-situ-Karzinom (DCIS) eingegangen werden.

Das DCIS ist charakterisiert durch eine neoplastische Zellproliferation von malignen
epithelialen Zellen, die vom gefdBfilhrendem Fett- und Bindegewebe durch eine intakte
Basalmembran abgegrenzt sind (Abb. 2). Das DCIS entsteht, wie schon erwéhnt, in den
groflen Milchgéngen der Brustdriise. Das DCIS ist sozusagen eine ,,Vorstufe* des invasiven
Mammakarzinoms.

Wird ein DCIS diagnostiziert, handelt es sich ausschlieBlich um eine lokale Lésion, welche
mit addquater lokaler Therapie geheilt werden kann. Da das DCIS definitionsgemif3 nicht in
das umliegende Gewebe infiltriert, kann auf eine Chemotherapie verzichtet werden. Hat sich
ein invasives Karzinom gebildet, steigt die Wahrscheinlichkeit fiir Metastasen in anderen
Organen. Werden Metastasen diagnostiziert, handelt es sich um eine systemische Erkrankung,
die eine wesentlich intensivere, systemische Therapie (Chemotherapie) erfordert und eine

weitaus schlechtere Prognose hat.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Anatomie der Brust (A) sowie Darstellung eines normalen
Milchganges, eines DCIS und eines IDC (B). Die epitheliale Komponente besteht aus den Lobuli und den
Ausfiihrungsgingen (Dukti). Diese epithelialen Bestandteile werden von Stroma, bestehend aus Binde-
und Fettgewebe, umgeben.

1. 2. 1. Inzidenz und Detektion des DCIS

Derzeit stellt die Mammographie den Goldstandard fiir die Fritherkennungsdiagnostik
invasiver und nicht-invasiver Tumoren der Brust dar. Durch die steigenden Mammographie
Screenings, welche in den 80iger Jahren begonnen haben, ist die Detektion von DCIS speziell
bei den Frauen iiber 50 Jahren stark angestiegen (Kuerer et al. 2009). DCIS macht
mittlerweile 20-45 % aller neu diagnostizierten Brustkrebsfille und circa 10 % aller
Brustkrebserkrankungen aus (Sakorafas et al. 2008; Valenzuela and Julian 2007). Vor Ein-
fihrung der Mammographie Screenings lag der Anteil an DCIS bei nur 2-3 % der
Brustkrebserkrankungen (Ernster et al. 1996). Unbehandelt entwickeln sich bis zu 50 % aller
DCIS-Lésionen zu invasiven duktalen Karzinomen, wobei eine gro3e Variabilitét in der Zeit
dieses Verlaufes liegt (Erbas et al. 2006; Wiechmann and Kuerer 2008). Demzufolge besteht
ein besonderes Interesse an der sensitiven Erfassung der DCIS-Lision vor dem Ubergang in
ein invasives Stadium. Die Notwendigkeit einer Fritherkennung wird durch die Tatsache
unterstiitzt, dass in bis zu 14 % aller DCIS-Fille mikroinvasive Stadien vorliegen (Padmore et

al. 2000; Silverstein et al. 1990).
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Die meisten durch Mammographie entdeckten DCIS werden durch Mikroverkalkungen
wahrgenommen (Wiechmann and Kuerer 2008), wobei ein groBBer Teil der DCIS-Lisionen
diesen Mikrokalk nicht zeigt. Die Genauigkeit der Mammographie fiir das Auffinden von
DCIS ist unzureichend. Das Hauptproblem ist hierbei die Unterschidtzung der Ausdehnung der
DCIS und die Unterschitzung der Anzahl der Tumorherde in Patienten mit multifokaler
Erkrankung (Berg et al. 2004; Kuerer et al. 2009).

Vor kurzem verdffentlichten Kuhl et al. (Kuhl et al. 2007) eine grole DCIS-Screeningstudie.
Hierbei wurde sowohl eine mammographische, als auch eine MRT-Untersuchung der Brust
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 7000 Frauen in die Studie eingeschlossen, von denen bei 167
ein DCIS diagnostiziert wurde. Dabei wurden mit Hilfe der MRT Untersuchung 92 % der
DCIS Fille entdeckt, wohingegen mit der Mammographie nur 56 % der DCIS Fille zu
diagnostizieren waren. Bezogen auf besonders gefdhrdete Patientinnen mit high-grade DCIS
wurden mit Hilfe der MRT Untersuchung 98 % und mit Hilfe der Mammographie nur 52 %
der DCIS Erkrankungen entdeckt. Nachteile der MRT Untersuchung sind die sehr hohen
Kosten und der Mangel an qualifiziertem Personal fiir die Auswertung der MRT Bilder.
Daher wird die MRT Untersuchung in der ndheren Zukunft wohl nicht die Mammographie
ersetzen.

Eine weiter verbesserte Detektionsmoglichkeit fir DCIS wire die PEM (Positronen-
Emissions-Tomographie). PEM ist unabhingig von dem Vorhandensein von Mikro-
kalzifikationen und wére daher ein grofer Fortschritt fiir die Detektion von DCIS (Berman
2007). Mehrere Studien deuten an, dass PEM fiir die Unterstiitzung des konventionellen
Brust-Screenings ein niitzliches Hilfsmittel darstellen wiirde. Momentan werden allerdings
einige low-grade Tumore mit PEM nicht identifiziert. Daher muss diese Methode eine weitere
Entwicklung und Optimierung erfahren.

Eine frither Nachweis von DCIS-Lésionen ist von enormer Bedeutung, da die Erkrankung zu
diesem Zeitpunkt noch gut heilbar ist, so liegt das 10-jihrige krebsfreie Uberleben von
behandelten DCIS Patientinnen iiber 97 % (Sakorafas et al. 2008). Eine frithe Entdeckung
und somit eine frilhe Behandlung von DCIS ist der beste Weg um die Mortalitit von

Brustkrebs zu reduzieren (Suzuki et al. 2006).
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1. 2. 2. Klassifizierung des DCIS

Bisher basierte die Klassifizierung des DCIS auf seinen architektonischen Merkmalen. Es
werden finf Hauptformen nach ihrer Architektur unterschieden: der Komedotyp, der
kribriforme Typ, der papillire Typ, der solide Typ sowie der mikropapillire Typ. Der
Komedotyp zeigt ein mehrschichtiges, neoplastisches Epithel, welches eine zentrale Nekrose-
zone umgibt. Der kribriforme Typ zeigt ein siebartiges Proliferationsmuster mit gleichméaBig
verteilten kreisrunden Sekundirlumina. Der papillire Typ wird durch Epithelproliferate an
einem fibrovaskuldrem Geriist klassifiziert. Mit atypischem Epithel ausgefiillte Gang-
strukturen weisen auf den soliden Typ hin. Der mikropapilldre Typ ist durch pseudopapilldre
Zellproliferate ohne fibrovaskuldres Geriist auszumachen. Diese Einteilung ist mit ver-
schiedenen Nachteilen behaftet. Die strukturellen Muster sind nur unzureichend definiert und
iberlappen teilweise. In der Mehrzahl der Félle treten verschiedene Typen nebeneinander auf,
so dass hiufig Mischformen vorliegen (Lebeau 2006). Zusétzlich werden diese Termini einer
biologisch relevanten Klassifizierung nicht gerecht, da diese Einteilung keinen préadiktiven
Charakter hinsichtlich der Rezidivrate oder der Entstehung eines invasiven Karzinoms hat.
Neuere Studien haben gezeigt, dass Klassifizierungen, die das nukledre Grading der
intraduktalen Proliferation beriicksichtigen, aussagekréftigere Ergebnisse beziiglich des
Lokalrezidivrisikos geben (Reiner 2000). Hervorzuheben sind dabei die Holland Klassi-
fizierung (Holland et al. 1994) und der Van Nuys Prognostic Index (VNPI) (Silverstein et al.
1996).

Die Einstufung des Malignititsgrades von DCIS-Lasionen aufgrund histologischer und
zytologischer Kriterien nach Holland et al. (Holland et al. 1994) unterscheidet gut
differenzierte, intermedidr differenzierte und schlecht differenzierte DCIS. Gut differenzierte
DCIS zeigen in Form und GroBe gut differenzierte Zellen und Zellkerne mit wenigen Atypien
und mit wenigen Mitosen. Bei intermedidr differenzierten DCIS zeigen vorhandene
Pleomorphismen der Zellkerne, welche aber noch nicht in dem Maf3e ausgeprégt sind, wie bei
einem schlecht differenzierten DCIS. Schlecht differenzierte DCIS zeigen viele Atypien, eine
sehr hohe Mitoseaktivitit und teilweise sehr ausgepragte Nekrosen.

Auch die Van-Nuys- Klassifizierung basiert auf dem Kerngrading und bezieht zusétzlich das
Vorkommen von Komedotyp-Nekrosen ein (Silverstein et al. 1995b). Komedotyp-Nekrosen
sind verkalkte Nekrosen innerhalb des Milchganges. Man unterscheidet drei Gruppen, von
denen jede eine unterschiedliche Rezidivwahrscheinlichkeit hat. Die low-grade DCIS haben

einen niedrigen Kerngrad und keine Nekrosen, die intermediate-grade DCIS haben ebenfalls
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einen niedrigen Kerngrad, weisen aber Nekrosen auf. Die high-grade DCIS sind definiert
durch einen hohen Kerngrad (Silverstein et al. 1995b). Der Van Nuys Prognostic Index,
wurde aus der Van Nuys- Klassifizierung abgeleitet (Silverstein et al. 1996). Er wird aus drei
messbaren prognostischen Faktoren berechnet: der Grofe des DCIS, der Breite des
Sicherheitssaums und dem Malignitétsgrad.

Diese drei Faktoren sind in den Van Nuys Prognostic Index (Tab. 3) zusammen gefasst. Fiir
jeden Parameter werden Punkte von eins bis drei vergeben, die als Summe (Gesamtpunktzahl
= VNPI-Score drei bis neun) eine Richtlinie fiir die weitere Therapie geben. Bei drei oder vier
Punkten geniigt die alleinige Resektion, wihrend fiinf bis sieben Punkte eine zusétzliche
Bestrahlung erfordern; acht und neun Punkte indizieren die Mastektomie (Winzer 2005). Als
vierter Parameter wird manchmal auch das Alter in diesen Index miteinbezogen (USC/VNPI).
Dabei erhalten Patientinnen tiber 60 Jahren einen Punkt, Patientinnen zwischen 40 und 60

Jahren zwei Punkte und Patientinnen, die jlinger als 40 Jahre sind, drei Punkte.

Tab. 3: Van Nuys Prognostic Index (VNPI)

Ausdehnung | Punkte | Tumorfreier Punkte | Malignititsgrad Punkte
(mm) Resektionsrand
(mm)
<15 1 >10 1 low-grade 1
(non high grad, ohne Nekrose)
16-40 2 1-9 2 intermediate-grade 2
(non high grade, mit Nekrose)
> 40 3 <1 3 high-grade 3
(high grade, mit Nekrose)

Entsprechend dem Mammakarzinom werden auch beim DCIS molekulare Tumormarker
untersucht, insbesondere Wachstumsfaktoren und Hormonrezeptoren. Fiir den Ostrogen-
rezeptor konnte in 50-75 % der DCIS-Fille eine Expression nachgewiesen werden (Chaudhuri
et al. 1993). Zusitzlich wurde gezeigt, dass die Expression des Ostrogenrezeptors bei gut
differenzierten DCIS-Lasionen hoher ist als bei schlecht differenzierten (Barnes and Masood
1990). Die Expression von Progesteronrezeptoren scheint #hnlich wie die der Ostrogen-
rezeptoren zu sein. Der positive Ostrogenrezeptorstatus ist auch in DCIS ein wichtiger
pradiktiver Marker fiir die Entscheidung zu einer adjuvanten Hormontherapie. Seit kurzem ist
der Ostrogenrezeptor als erster molekularer Marker beim DCIS, mit nachgewiesener Relevanz
fiir die klinische Therapieentscheidung, zugelassen.

Es gibt eine groBe Anzahl von Untersuchungen, die sich mit der Expression weiterer

Biomarker im DCIS beschiftigt haben. Die am hédufigsten analysierten sind die Genprodukte
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des Onkogens ERBB2 (HER-2) und des Tumorsuppressorgens p353 (Tsikitis and Chung 2006).
Hinzu kommen Analysen von Proliferationsmarkern, des DNA-Gehalts, zellzyklus-
regulierende Proteine, Wachstumsfaktoren und tumorassoziierte Proteasen (Lebeau 2006).
Allerdings konnte bisher fiir keinen dieser Marker eine signifikante Korrelation zwischen
Expression und klinischem Verlauf nachgewiesen werden (Lebeau 2006). Ebenso wenig ist es
bisher gelungen, einen Marker zu identifizieren, der den Schritt vom DCIS zum invasiven
Karzinom charakterisiert.

Fiir das Tumorsuppressorgen p53 konnte gezeigt werden, dass Mutationen in dem Gen
signifikant mit dem Tumorgrad, dem Vorhandensein von Nekrosen und dem mitotischen
Index korrelieren. Mutationen des p53 Gens werden in etwas 25 % aller DCIS nachgewiesen
(Rudas et al. 1997). HER-2 ist in circa 30 % der DCIS amplifiziert, dies jedoch liberwiegend
in high-grade Lasionen (Leal et al. 1995). Der Proliferationsmarker Ki-67 ist ein hilfreicher
Marker, um zwischen schnell und langsamer proliferierenden Tumoren zu unterscheiden.
Zusitzlich korreliert die Expression von Ki-67 mit dem Tumorgrad (Nofech-Mozes et al.
2005). Obwohl der Proliferationsmarker Ki-67 in der pathologischen Untersuchung haufig

mitbestimmt wird, konnte er als prognostischer Faktor bisher nicht validiert werden.

1. 2. 3. Therapieoptionen beim DCIS

Hinsichtlich des Managements von DCIS gibt es immer noch unterschiedliche Auffassungen.
Mit zunehmendem Wissensstand iiber das DCIS ist die Therapieentscheidung zudem
komplexer geworden. Das primire Ziel ist die vollstandige operative Entfernung des DCIS.
Hier hat sich in den letzten Jahren die brusterhaltende Operation, als Alternative zur
Mastektomie (Brustamputation), etabliert. Eine Mastektomie wird gegenwértig nur bei
groBBen, diffus wachsenden Lésionen oder Multizentrizitit durchgefiihrt. Bei groen DCIS-
Lisionen mit hohem Anteil an Komedonekrosen wird auBlerdem eine sorgfiltige klinische
Untersuchung auf eine mogliche Lymphknotenbeteiligung indiziert.

Das Risiko fiir DCIS-Patientinnen liegt weniger in der Metastasierung, sondern primér darin,
ein Lokalrezidiv zu entwickeln. Lokalrezidive nach DCIS-Therapie sind zu 50 % invasiv und
somit lebensgefdhrdend. Lokalrezidive nach einer brusterhaltenden Operation treten bei high-
grade-Formen zahlreicher und innerhalb kiirzerer Intervalle auf, als bei besser differenzierten
Formen. Die Lokalrezidivrate nach brusterhaltender Operation eines DCIS kann durch eine
nachfolgende Bestrahlung gesenkt werden. Nach 10 Jahren Nachbeobachtung zeigte sich in
der EORTC-Studie eine Minimierung der Lokalrezidivrate nach Bestrahlung von 47 %
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(Bijker et al. 2006). Die Mastektomie ist mit dem geringsten Lokalrezidivrisiko von 2 %
verbunden (Silverstein et al. 1995a), stellt jedoch fiir eine Vielzahl kleiner DCIS eine
Ubertherapie dar. Hiufig wird, wie bereits erwihnt, nach brusterhaltender Operation auch der
VNPI zur Therapieentscheidung herangezogen (Winzer 2005).

Die Deutsche Krebsgesellschaft empfiehlt generell, eine Bestrahlung nach brusterhaltender
Therapie beim DCIS durchzufiihren (Deutsche Krebsgesellschaft 2008). Bei Tumoren kleiner
2 cm, einem low-grade DCIS und einem tumorfreien Resektionsrand von mehr als 10 mm,

kann hingegen auf eine adjuvante Bestrahlung verzichtet werden.

1. 2. 4. Tumorprogressionsmodelle

Lange Zeit wurde die Entstehung des Mammakarzinoms als ein linearer Prozess verstanden
(O'Connell et al. 1994). Dieses Modell geht von einer schrittweisen Progression aus, wobei
aus normalem Brustepithel die atypische Hyperplasie entsteht, welche als Vorlaufer der
In-situ-Stufen erachtet wird. Aus dem DCIS entsteht letztendlich das invasive Mamma-
karzinom (Bsp.: Gesund = ADH - DCIS - IDC). Dieses Modell basierte im Wesentlichen
auf pathologisch-epidemiologischen Daten. Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass
die lineare Progression ein zu einfaches Modell darstellt und dass die Beziehungen zwischen
den Progressionsstufen weit komplexer sind als bisher angenommen.

Zurzeit existieren zahlreiche Progressionsmodelle, die serielle, schrittweise, stufenweise und
spontane Verdnderungen beinhalten. Trotzdem bleibt die genaue Progression und Bedeutung
der einzelnen Faktoren weiter unklar. Deshalb stellt die Analyse molekularer Mechanismen
eine wichtige Voraussetzung dar, um die Tumorprogression zu verstehen und eine exakte
Behandlung verschiedener DCIS Subtypen zu etablieren.

Das DCIS teilt in Abhidngigkeit vom Differenzierungsgrad, zahlreiche genetische
Verianderungen mit dem invasiven Karzinom, was darauf hinweist, dass es sich um eine
Vorliuferlision handelt (Lebeau 2006). Diese Ahnlichkeit zwischen dem DCIS und dem IDC
wurde beispielsweise mittels komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) oder durch
Analyse der Mikrosatelliteninstabilitdt festgestellt (Stratton et al. 1995). So wurden eine Reihe
genetischer Verdanderungen, sowohl im IDC, als auch im DCIS nachgewiesen (Lakhani 1999).
In verschiedenen zytogenetischen Analysen konnte auch gezeigt werden, dass schon friihe
Liasionen, wie die ADH, molekulare Verianderungen der Zelle zeigen, die spéter auch in
fortgeschrittenen nicht-invasiven und invasiven Karzinomen zu finden sind (Bocker et al.

2009; Ellsworth et al. 2005). Dies stirkt die Hypothese, dass die Fahigkeit zur Invasion schon
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frith wihrend der Tumorgenese festgelegt wird und das Gene, die das invasive Wachstum
unterstiitzen, bereits im prdinvasiven Stadium aktiv sind. Um die Entstehung des
Mammakarzinoms besser zu verstehen, wurden eine Reihe zytogenetischer Untersuchungen
durchgefiihrt (Buerger et al. 1999b; Buerger et al. 1999a). Fasst man deren Resultate
zusammen, kommt man zu dem Schluss, dass es hauptsidchlich zwei gro3e Gruppen von DCIS
gibt, welche sich durch den Gewinn oder den Verlust von chromosomalem Material an
spezifischen Lozi definieren lassen (Buerger et al. 2000; Buerger et al. 2001; Moulis and
Sgroi 2008). Die Gruppe besser differenzierter Mammakarzinome (niedriger Kerngrad)
zeichnen sich vorwiegend durch den Verlust von Anteilen des Chromosomenarms 16q und
Zuname von Anteilen des Chromosomenarms 1q aus. Sie sind iiberwiegend Ostrogen-
rezeptorpositiv. Die schlechter differenzierten Karzinome hingegen, zeigen eine Vielzahl von
Verianderungen, wobei die Zunahme von genetischem Material auf dem Chromosomenarm
11q13 allen gemein ist. Die high-grade DCIS und hochgradige IDC weisen zusétzlich noch
eine Zunahme genetischen Materials auf dem Chromosomenabschnitt 17q12 auf und sind
iiberwiegend Ostrogenrezeptornegativ (Moulis and Sgroi 2008).

Genexpressionsanalysen mit Vergleichen von DCIS und IDC haben keine signifikanten
Unterschiede zwischen diesen ergeben (Ma et al. 2003; Porter et al. 2003). Vielmehr wurden
auch hier fiir die unterschiedlichen histologischen Differenzierungsgrade charakteristische
Expressionsmuster identifiziert (Ma et al. 2003). Dies widerlegt erneut das lineare
Progressionsmodell. Vielmehr entwickelt sich das hoch differenzierte IDC aus dem low-grade
DCIS und das gering differenzierte IDC aus dem high-grade DCIS.

In Anerkennung dieser Erkenntnisse ist in Abbildung 3 ein Tumorprogressionsmodell
dargestellt, welches sowohl die genetischen Verdnderungen, als auch die durch Mikroarray-
Technologie gewonnenen Hinweise mit einbezieht. In dem Modell werden die zwei schon
erwdhnten Gruppen streng voneinander getrennt. Innerhalb jeder Gruppe ist sowohl eine

horizontale, als auch eine vertikale Progression mdoglich.
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines Tumorprogressionsmodells fiir das duktale Mammakarzinom
unter Einbeziehung genetischer Verinderungen sowie Ergebnissen verschiedener Genexpressions-
analysen. ER = Ostrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor. Angelehnt an Moulis und Sgoi 2008 (Moulis
and Sgroi 2008) .

1. 3. Mikroarray-Technologie

Die Mikroarraytechnik und somit der genomweite Expressionsvergleich bietet die
Moglichkeit, die dynamische Relation zwischen mRNA Gehalt und biologischer Funktion
besser zu verstehen (ma-Weiszhausz et al. 2006). Auflerdem ist sie zu einem wichtigen
Verfahren in der Klassifizierung und der prognostischen Einschdtzung von Krankheiten
geworden. Mithilfe von Mikroarrays lassen sich Genexpressionsmuster von mehreren tausend
Genen gleichzeitig analysieren.

Mikroarrays bestehen aus einem Trdgermaterial (z.B. Glas), auf dem biologische
Sondenmolekiile wie beispielsweise DNA-Fragmente, in hoher Anzahl und Dichte fixiert
sind. Sie beruhen auf dem Mechanismus der Hybridisierung komplementdrer Nukleotid-
stringe. Bei den derzeit zur Verfiigung stehenden Mikroarrays, lassen sich nach dem
Herstellungsverfahren zwei Arten unterscheiden: ¢cDNA-Mikroarrays und Oligonukleotid-
Mikroarrays. Beide Verfahren liefern Daten tiber die relative mRNA-Expression, obwohl die
dahinter stehende Technologie und damit die Basis fiir die Messung der Expressionswerte
sehr unterschiedlich ist. cDNA Mikroarrays bestehen meist aus kurzen durch PCR
hergestellten Amplikons, die auf eine Membran gespottet werden. In der Regel erfolgt die

Hybridisierung mit zwei farblich unterschiedlich markierten RNA-Proben (rot + griin), oft aus
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der zu untersuchenden Probe und einer Kontrolle, so dass sich die Werte fiir die relative
Expression jedes Gens jeweils aus dem Verhiltnis der Signale beider Proben ergibt (Grimm et
al. 2004). Bei Oligonukleotid-Mikroarrays wie den Affymetrix GeneChip®’s (Lipshutz et al.
1999; Lockhart et al. 1996) werden die Proben in sifu auf den Array synthetisiert. Das Signal
jeder mRNA wird dabei durch Hybridisierung auf Cluster (Probe Set) von 11 Paaren von
Oligonukleotiden ermittelt. Die Affymetrix GeneChip® Mikroarrays haben sich iiber die
Jahre als eine sehr robuste und zuverlissige Plattform erwiesen und viele neue Erkenntnisse in
der Forschung geliefert (Hardiman 2004; ma-Weiszhausz et al. 2006). Da fiir diese Arbeit
ebenfalls Affymetrix GeneChips® verwendet wurden, soll auf diese nun néher eingegangen

werden.

1. 3. 1. Die Affymetrix GeneChip® Plattform

High-density Oligonukleotid Arrays (auch GeneChip® oder Mikroarray genannt) unter-
scheiden sich, wie bereits erwéhnt, in einigen Eigenschaften grundlegend von anderen
Hybridisierungsarrays (Lipshutz et al. 1999; Lockhart et al. 1996). Im Gegensatz zu cDNA
Arrays werden bei der Affymetrix GeneChip® Technologie, welche Anfang der 90er Jahre
entwickelt wurde, die Sonden in situ auf dem Chip synthetisiert (Lipshutz et al. 1999). Die
Herstellung von Affymetrix GeneChips® erfolgt mittels eines photolithografischen Prozesses,
wie er auch in der Halbleitertechnik Verwendung findet. Dabei werden Glastriger mit einer
lichtsensitiven Schicht iiberzogen. Durch Verwendung der Photolithographie ist eine gezielte,
schrittweise Synthese der Oligonukleotide, Base fiir Base, an definierten Positionen auf dem
Array moglich (Fodor et al. 1993; McGall et al. 1996). Durch die Zuhilfenahme von
Lochmasken, wird an bestimmten Stellen durch Lichteinwirkung, die bindungsresistente
Wirkung der Schicht aufgehoben. Auf den Glastrager wird anschlieBend eine Nukleotidlosung
mit einem der vier bekannten Nukleotide (Adenin, Thymin, Cytosin oder Guanin) aufge-
bracht. Die Nukleotide sind so behandelt, dass sie an den bindungsfahigen Stellen binden,
selbst jedoch erst durch erneute Lichteinwirkung bindungsfdhig werden. Durch die
Wiederholung aus Lochmaske, Licht und Nukleotidlosung, konnen alle erdenklichen
Sequenzfolgen (Sonden), auf genau definierte Positionen auf einen Chip, aufgebracht werden.
Samtliche Sonden haben eine Lénge von genau 25 Basen (Lipshutz et al. 1999) und liegen bei
den fiir diese Arbeit verwendeten Mikroarrays, iiberwiegend am 3’-Ende eines jeden Gens
(Affymetrix 2003; ma-Weiszhausz et al. 2006). Zusétzlich zu den Sonden fiir bestimmte
Gene, befinden sich auf dem Mikroarray eine Reihe von Kontrollen. Dies ist notwendig, um

den hohen Anforderungen an Sensitivitét, Spezifitdt und Robustheit zu entsprechen. Um bei
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den relativ kurzen Sonden trotzdem eine hohe Spezifitidt und Sensitivitdt gewéhrleisten zu
konnen, wurde ein spezielles Mikroarraydesign gewéhlt. Jedes zu messende Gen wird durch
ein Probe Set reprisentiert. Dieses Probe Set setzt sich aus 11 verschiedenen Sondenpaaren
zusammen (Affymetrix 2003). Jedes Probe Pair unterteilt sich in zwei Probe Cells. Jede Probe
Cell enthilt etwa 107 identische Sonden (Schadt et al. 2000). Die eine Probe Cell, der
sogenannte Perfekt Match (PM), besitzt Oligonukleotide, welche exakt komplementéir zu dem
zu messenden Gen sind, wihrend bei den Oligonukleotiden in der anderen Probe Cell, dem
Mismatch (MM), die mittlere der 25 Basen durch ihre komplementire Base ausgetauscht ist
(Hardiman 2004; ma-Weiszhausz et al. 2006). Man geht davon aus, dass die Mismatch-Sonde
nicht spezifisch flir das zu messende Gen ist und somit als Kontrolle fiir eine unspezifische

Hybridisierung dient (Lockhart et al. 1996). In Abbildung 4 ist der Aufbau eines GeneChips®
der Firma Affymetrix zu sehen.

*
Probe Cell . * .
Affymetrix enthalt Kopien .. * o
des 26mer ' £SO
GeneChip® Oligonukleodids® ~_ = =

(Probe)
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Abb. 4: Darstellung des Aufbaus eines Affymetrix GeneChip®. Fiir jedes Gen gibt es ein Probe Set,

welches wiederum aus 11 Probe Pairs besteht. Ein Probe Pair besteht aus zwei Probe Cells. Die Perfect

Match Probe Cell ist komplementire zu der zu untersuchenden Sequenz (PM; Perfect Match). Bei der
zweiten Probe Cell wurde das mittlere Nukleotid ausgetauscht, so dass keine Bindung stattfindet (MM;
Mismatch).

Abbildung 5 zeigt eine Zusammenfassung des Ablaufs eines Affymetrix GeneChip®

Experiments. Hierzu muss zuerst die RNA aus den zu untersuchenden Geweben extrahiert
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werden. Nach einer reversen Transkription der RNA unter Verwendung eines T7-Oligo(dT)-
Primers, folgt eine In-vitro-Transkription in Gegenwart von Biotin markierten Nukleotiden.
Die so markierten cRNA Molekiille werden fragmentiert und auf dem GeneChip®
hybridisiert. Durch die Visualisierung mittels Streptavidin-gekoppelter Fluorochrome, kann
so die relative Haufigkeit der Transkripte ermittelt und verglichen werden.

Beim der anschlieBenden Fluoreszenzmessung werden alle Probe Cells der GeneChips®
gescannt und die Werte aller Pixel in sogenannten Dat-Files gespeichert. Mit Hilfe der
Affymetrix GeneChip® Operating Software kann eine Visualisierung der Daten erfolgen. Die
Werte der einzelnen Proben werden im sogenannten Cel-File gespeichert. Diese konnen

anschlieend fiir die weitere Analyse verwendet werden.
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A
CN\INA

B

Reverse In Vitro
~r~.~. AAAA  Transkription \\ Transkription 8

I~ AAAA = 2 "4 > / B

NN o
AAAA &

-

N -B

Fragmentation

GeneChip N N v

Expression Arra \
P Y s / -B

-8
B
Fragmentierte, /_ \

biotingelabelte B
Hybridisierung cRNA

B :\\‘_8 \\—@~ 0

S
- . N 3 \ .
~\B\ < ¢ Farbung \—0\ e
N

N s S Sy +Waschen N S \0 " 4 Scannen
\\ \\_B ’ \\ . »

//

Abb. 5: Ablauf eines Affymetrix GeneChip® Experiments. Die GeneChips® werden mit cRNA
hybridisiert, die zuvor wihrend einer In-vitro-Transkriptionen amplifiziert und mit Biotin markiert
wurde. An das Biotin wird anschlieBend ein Streptavidin-Phycoerythrin-Komplex gebunden (Féarbung),
der in der Lage ist, nach Anregung durch Licht zu fluoreszieren. Diese Fluoreszenz wird mithilfe eines
Scanners gemessen und die erhaltenen Daten konnen anschlieend ausgewertet werden.
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1. 4. Untersuchungsziel

Ziel dieser Arbeit war es, die Vorginge der DCIS Entstehung sowie deren Progression zu
invasivem Brustkrebs zu untersuchen. Die bessere Charakterisierung von DCIS ist wichtig, da
eine frithe Detektion dieser Lision, fiir die Senkung der Brustkrebsmortalitit von
entscheidender Bedeutung ist. Mithilfe von Mikroarrays der Firma Affymetrix sollten Gene
identifiziert werden, welche im DCIS sowie im invasiven Mammakarzinom eine stark erhohte
Expression zeigen. Nach primérer Untersuchung eines murinen DCIS Modells, sollten die

identifizierten Gene anschliefend in humanen Proben bestitigt werden.
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2. Material und Methoden

2. 1. Molekularbiologische Kits

Agilent RNA 6000 Nano & Pico Chip Kit
DAKO® Biotin Blocking System

GeneChip”® One-Cycle Target Labeling Kit
GeneChip® Sample Cleanup Module

GeneChip® Two-Cycle Target Labeling Kit
MEGAscript® T7 Kit

RNA UltraSense™ One-Step qRT-PCR System
RNAesy Mini Kit

RNase-free DNase Set

SuperScript II Reverse Transcriptase Enzyme KIT

TransMessenger Transfection Reagent

2. 2. Substanzen

10 mM dNTP MIX

Accutase

Alkalischer Phosphatase

AllStars Negative Control siRNA
Amphotericin B

Bromphenolblau

BSA

Calcein AM (1mg/ml)
DEPC-Wasser
Dimethylformamid

DMEM Low Glucose without L-Glutamine
Dulbecco’s PBS (10x)
Dulbecco’s PBS (1x)

EDTA

Eisessig

Agilent, Waldbronn

Dako, Hamburg

Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Ambion, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Colbe

Vector Lab., Burlingame, USA
Qiagen, Hilden

PAA, Colbe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

PAA, Colbe

PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
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Entellan

Eosin

Ethidiumbromid (10 mg/mL)
FCS Gold
Formaldehyd-Losung 5,0 %
Glycerol

Hémalaunldsung sauer nach Mayer
HBSS (Hanks” Balanced Salt Solution)
Levamisole

L-Glutamin (200mM)
Naphthol-As-Bi-Phosphat
Natriumazid

Natriumnitrit

Neufuchsin

Oligo(dT)-Primer

Pertex”

RNaseZap®

RPMI 1640 (1x) ohne L-Glut.
TagMan Universal Mastermix
TBS (20x)

Tris

Trypsin/EDTA (1x)

Tween®™ 20

Xylol

Zitronensiure

2. 3. Puffer

Alkalischer Lysepuffer (DNA): 25 mM NaOH

0,2 mM EDTA
ad 200 ml H,O

40 mM Tris-HCl
ad 200 ml H,O

Neutralisationspuffer:

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Fischar, Saarbriicken
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Vector Lab., Burlingame, USA
PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Biotez, Berlin

Fa. Medite, Burgdorf
Ambion, Darmstadt
PAA, Colbe

Applied Biosys., Carlsbad, USA
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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TAE 50x:

Loading Buffer, DNA (10x):

Citratpuffer:

Entwicklerlosung IHC:

Férbelosung Zellzyklus:

FACS-Puffer:

2 M Tris

57,1 ml Eisessig
0,05 M EDTA
ad 1 1 H,O

5 ml Glycerol
2 ml TAE 50x
0,25 % Bromphenolblau
ad 10 ml H,O

0,01 M Zitronensdure

Losung A: 8 ml Entwicklungspuffer
2 ml Propandiol-Losung

5 mg Levamisol

Losung B: 7,5 mg Naphthol-As-Bi-Phosphat
60 pl Dimethylformamid

Losung C: 50 pl 4%ige Natriumnitrit-Losung
20 pl Neufuchsin-Losung

1 mg/ml RNase A
50 pg/ml Propidiumjodid
500 ul HBSS

1 g BSA
100 mg Natriumazid
100 ml HBSS
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2. 4. Gerite, Apparaturen, sonstiges Material

2100 Bioanalyzer

384 well Thermowell Gold PCR Plates
ABI PRISM

BioCoat™ Matrigel™ Invasionskammern (8pum)
CO2-Inkubator Here Cell 240
Dismembrator

DNA Thermal Cycler PCR (PTC-200)
Eppendorf Pipetten Research
FACSCalibur™

Feinwaage

Fluoreszenzmessgerét Spectra Fluor
[HC Kammer

Mikroskop BX51

Mikroskopkamera Spot RT-KE

Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer
Pher-Stab. 500, Electophoresis Powersupply
Qia-Shredder

Schiittler KS250 basic

Shandon Féarbeautomat

Speed Vac Concentrator 5301

Sterilbank

Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge Galaxy Mini

Vortexer Genie 2

Zellkultur-Einsatz 8um

Zentrifuge CT15RE

Zentrifuge Varifuge 3.0R

Agilent, Boblingen

Corning Inc., Lowell, USA
Applied Biosys., Carlsbad, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Heraeus, Hanau

B. Braun Biotech Int., Melsungen
Biozym, Hessisch Oldendorf
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Satorius, Gottingen

Tecan, Crailsheim

Shandon Lipshaw, Frankfurt/M
Olympus, Hamburg

Visitron System, Purchheim
Thermo Scientific, Dreieich
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Qiagen, Hilden

IKA Labortechnik, Staufen
Shandon, Dreieich-Buchschlag
Eppendorf, Hamburg

BDK, Reutlingen

Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz
Becton Dickinson, Heidelberg
VWR, Darmstadt

Heraeus, Hanau
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2. 5. Software

ABI SDS 2.2 Realtime-PCR Software Applied Biosys., Carlsbad, USA
BD CellQuest Software Becton Dickinson, Heidelberg
Corel PHOTO-PAINT® X3 Corel, Unterschlei3heim
Genespring GX 10.0 Agilent, Waldbronn

Microarray Suite 5.0 (MASS) Affymetrix , Santa Clara, USA
GeneChip® Operating Software (GCOS) Affymetrix , Santa Clara, USA
Reference Manager 11 Thomson Reuter, New York, USA
SPSS 16.0 SPSS, Chicago, USA
ONCOMINE WWW.oncomine.org

2. 6. Versuchstiere

2.6.1. Das WAP-TNP8 Mausmodell

Das verwendete DCIS-Mausmodell bot die Mdglichkeit, den natiirlichen Krankheitsverlauf
und die molekularbiologischen Verdnderungen wihrend der Entstehung von DCIS zu
untersuchen. Die verwendeten Miuse waren transgen. Das bedeutet, dass fremde DNA in den
Zellkern von befruchteten Eizellen eingebracht wurde und diese dann in Leihmiitter
implantiert wurden. Durch das Einfiigen der DNA in die Eizelle, wird diese in das Genom der
Maus eingebaut. Bei dem verwendeten Mausstamm wurde DNA des SV40 Virus in die Tiere
eingebracht. Das genutzte transgene Tiermodell wurde von Schulze-Garg et al. (Schulze-Garg
et al. 2000) entwickelt. Fiir diese Arbeit wurde der Stamm WAP-TNP8 verwendet. Dabei
handelt es sich um Balb/C Méuse, die das SV40 T-Antigen unter der Kontrolle eines WAP-
Promoters (WAP = whey acidic milk protein) in sich tragen (WAP-SV40T/t). Aufgrund des
WAP-Promoters wird das Onkogen speziell in den Epithelzellen der Brustdriisen exprimiert
(Schulze-Garg et al. 2000; Tzeng et al. 1993). Die Expression des WAP-Proteins beginnt mit
der Laktation (Tzeng et al. 1993). Der verwendete Mausstamm zeichnet sich durch ein
langsames Fortschreiten der Malignitdt aus, so dass die Entwicklung eingehend untersucht
werden kann. Auflerdem weisen die Lésionen histologisch identische Strukturen auf, wie man

sie auch im humanem Gewebe findet (Schulze-Garg et al. 2000).
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2. 6. 1. 1 Simian Virus 40 (SV40)

Das Simian Virus 40 (SV40) ist eins der kleinsten bekannten Tumorviren mit hohem
onkogenem Potential. Funktional kann das virale Genom des SV40 in zwei Teile unterteilt
werden, eine frithe und eine spite Genomregion. Die friilhe Genomregion codiert fiir zwei
Proteine: das groBe (T) und das kleine (t) Antigen. Die spite Genomregion codiert fiir drei
Capsidproteine (Tzeng et al. 1993). Das T-Antigen ist ein transkriptionsregulierendes Protein,
welches sowohl als Repressor, als auch als Aktivator wirkt. Die onkogene Wirkung des SV40
T-Antigens beruht hauptsichlich auf der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, wie p53

und mehreren Mitgliedern der Retinoblastom-Familie.

2. 6. 1. 2. Haltungsbedingungen

Insgesamt wurden die histologischen Daten von 69 weiblichen, adulten Miusen des Stammes
WAP-TNP8, mit einem durchschnittlichen Koérpergewicht von 24-25 g ausgewertet. Die
Tierhaltung im Tierhaus des Max-Delbriick-Centrums erfolgt nach Standardbedingungen der
Gesellschaft fiir Versuchstierkunde (GV-SOLAS). Hierbei wurde eine Temperatur von 22 °C
+ 2 °C, eine Raumluftfeuchte von 65 % + 15 % und ein Hell-Dunkel-Rhythmus von 12/12
Stunden eingehalten. Die Fiitterung erfolgt mit ssniff® M-Z Mauszuchtfutter (autoklavierbar).
Die routineméfige Gesundheitsiiberwachung erfolgt nach FELASA-Richtlinien. Zur
Uberpriifung des Hygienestatus im Bestand, wurden in regelmiBigen Abstinden Kot- und
Blutproben entnommen. RegelméBig erfolgten die Bestimmung des Korpergewichtes und die

Beobachtung des Allgemeinzustandes.

2. 6. 1. 3. Genotypisierung von Mausen

Fir die durchgefiihrten Analysen wurden ausschlieflich Maiuse verwendet, welche
heterozygot fiir das SV40 T-Antigen waren. Dies wurde mittels Genotypisierung liberpriift.
Da das Konstrukt unter der Kontrolle eines WAP-Promoters stand, wurde das Onkogen

ausschlieBlich in den Epithelzellen der Brustdriisen exprimiert (Schulze-Garg et al. 2000).
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Zur Detektion des SV40-Transgenes, wurde den Miusen jeweils ein ca. 5 mm langes Stiick
Schwanzspitze mittels einer Schere entnommen. Zur Isolierung genomischer DNA aus der
Schwanzbiopsie wurde diese in 75 pL alkalischen Lysepuffer fiir 30 min bei 95 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion auf 4 °C abgekiihlt und durch Zugabe von 75 pl
Neutralisationspuffer neutralisiert.

Die Genotypisierungen der Méuse erfolgte mittels PCR. Hiezu wurde 1 pl der isolierten DNA
eingesetzt. Die Primer wurden in einer Konzentration von 10 pmol/ul verwendet. Die
verwendeten  Primer (5'-TATGTCAGCAGAGCCTGTAGAACCAAAC-3" & 5'-
GAGAAAGGTAGAAGACCCCAAG-3") ergaben ein PCR Produkt von 765 bp. Die
Kontrolle des amplifizierten PCR Produktes erfolgte durch Gelelektrophorese in einem
1 % igem Agarosegel mit 0,003 % Ethidiumbromid bei 100 V. Die Identifizierung und

Charakterisierung der resultierenden Banden erfolgte unter UV-Licht.

PCR Ansatz: DNA 1,0 ul
10x Puffer 2,5 ul
dNTP’s 2mM 2,5 ul
Primer rev 1,0 ul
Primer for 1,0 ul
H,O 16,75 ul
Taq Polymerase 0,25 pul

25 ul

PCR Programm: 95 °C 4:00
94 °C 0:45
57°C 0:30 x 35 Zyklen
72 °C 1:00

72 °C 10:00
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2. 6. 1. 4. Gruppierung der Mause und experimentelle Verwendung

Das Konzept meiner Doktorarbeit sah die Untersuchung des Zeitverlaufs der transgenen
Mause von der Laktation bis zur Bildung von invasiven Karzinomen vor. Hierbei wurden
Maiuse zu verschiedenen Zeitpunkten, ab dem Tag des Werfens untersucht (1 Monat, 2
Monate, 3 Monate, 4 Monate, 5 Monate). Die Méause wurden nach dem Zufallsprinzip den
verschiedenen Gruppen (Zeitpunkten nach Laktation) zugeordnet. Diese Vorgehensweise war
notwendig, um sicherzustellen, dass fiir alle Zeitpunkte ausreichend Versuchstiere vorhanden
waren. Jede Gruppe beinhaltete mindestens sieben Maiuse. Die histologische Analyse der
murinen Milchdriisen zeigte, dass sich die DCIS-Lisionen circa drei Monate nach dem
Laktationsbeginn bildeten. Wildtyp-Méuse (Balb/C) und Méuse vor der Laktation, dienten als
Negativkontrollen. Als Positivkontrolle dienten invasive Tumore (Abb. 6).

Die operativ entnommenen Milchleisten wurden aufgeteilt. Dabei wurde ein Teil mittels 5 %
Paraformaldehyd fiir die histologische Analyse fixiert, der zweite Teil, welcher fiir die RNA
Isolierung bestimmt war, wurde umgehend in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei -80 °C gelagert. Die fiir die histologische Untersuchung fixierten Gewebe-
stlicke wurden in Paraffin eingebettet und in 2-4 um dicke Schnitte geschnitten. Diese wurden

einer Himatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen und pathologisch begutachtet.

Negativkontrollen

Invasiv duktale
Tumore

Balb/C vor Laktation

Abb. 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fiir die WAP-TNP8 Miiuse. Balb/C sind
Wildtypmiuse, eine zusiitzliche Negativkontrolle bilden Miiuse vor der Laktation. Die Monate wurden ab
dem Zeitpunkt der Laktation (Geburt der Jungen) geziihlt. Als Positivkontrolle wurden invasive Tumore
von WAP-TNP8 Miusen verwendet.
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2. 7. Humane Gewebe

Gefrorenes Frischgewebe wurde aus dem Bestand der Robert-Rdssle-Biobank des ECRC
(Experimental and Clinical Research Center) entnommen. Darin enthaltene Tumorgewebe
wurden spdtestens eine Stunde nach der Operation in fliissigem Stickstoff gefroren und
anschlieBend bei -80 °C gelagert. Alle Patienten haben vor Entnahme der Gewebe eine
schriftliche Einwilligungserkldarung unterzeichnet. Die analysierte Gruppe humaner Gewebe
bestand aus 9 DCIS Proben, 5 IDC und 5 gesunden Kontrollgeweben, welche bei Reduktions-
plastiken entnommen wurden. Alle Proben wurden von einem Pathologen begutachtet. Die
histologische Klassifizierung sowie die TNM-Stadien sind in Tab. 4 angegeben. Zusétzlich

wurden das Alter und gegebenenfalls der Hormonrezeptor Status angegeben.

Tab. 4: Ubersicht iiber die pathologischen Befunde der verwendeten humanen Gewebeproben.
n/a = Daten nicht verfiighar

Probe TNM Stadium Tumorgrad Alter gztz?l))gtzl:' PrRoiii::;:n
DCIS 1 p Tis pNO MO G3 85 n/a n/a
DCIS 2 pTlc pNO MO G2 47 + +
DCIS 3 pTis NO MX G3 54 + -
DCIS 4 P Tlc pNX MO G2 52 - -
DCIS 5 pTis pNO MO G3 56 n/a n/a
DCIS 6 pT2 N2 MO G3 53 - -
DCIS 7 pTlc pNO MO G2 52 - -
DCIS 8 pTis pNO MX G3 82 n/a n/a
DCIS 9 pTis pNO MO G3 68 - -
IDC 1 pT3m N3(15/22) MO G2 66 + +
IDC 2 pT2 N3a (16/21) MO G3 63 - -
IDC 3 pT2 Nla (1/21) MO G3 60 - -
IDC 4 pT2 N1(1/21) MO G3 68 + +
IDC 5 pT4 pNO MO G2 72 - -

Das DCIS wird nach dem Aussehen der Zellen und Zellkerne, Nekrosen, Verkalkungen und
Architektur bewertet. Alle Merkmale zusammen ergeben einen Grad, der mit G1 bis G3
angegeben wird. Dabei beschreibt G1 den normalen Zellen dhnliche Tumorzellen, wéihrend
G3-Zellen vergleichsweise stark veridndert sind.

Die TNM-Klassifizierung erfolgte nach den Vorgaben der UICC (Union Internationale
Contre le Cancer). Dabei beschreibt T den Primédrtumor, N die regiondren Lymphknoten-

metastasen und M die Fernmetastasen. Wird diese Unterteilung von einem Pathologen
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vorgenommen, spricht man von einer pTNM-Klassifizierung. Je nach Tumorgroe werden
Zahlen von T1 bis T4 vergeben. Bei der pathologischen Klassifizierung der regiondren
Lymphknoten (N), wird die Anzahl der befallenen Lymphknoten von allen untersuchten
Lymphknoten angegeben. L0 besagt, dass kein Lymphgefdbefall vorliegt, wohingegen eine
Invasion durch L1 zum Ausdruck gebracht wird. Fiir die Identifizierung von Fernmetastasen
(M) muss eine histopathologische Untersuchung des entsprechenden Gewebes erfolgt sein. Da
in der Regel nur eine Bildgebung der entsprechenden Organe vorliegt, wird das Fehlen einer
histopathologischen Untersuchung durch ein MX zum Ausdruck gebracht.

Beim Brustkrebs werden dariiber hinaus hiufig spezielle Rezeptoren der Tumorzellen
untersucht. Gebrdauchlich ist hierbei die Analyse der Hormonrezeptoren, genauer des
Ostrogenrezeptors (ER) und des Progesteronrezeptors (PR). Der Hormonrezeptorstatus wird
in der Regel durch immunhistochemische Farbungen bestimmt. Tumore gelten als hormon-
rezeptornegativ, wenn keine Firbung fiir den Ostrogenrezeptor und den Progesteronrezeptor
vorgefunden wurde. Als hormonrezeptorpositiv werden Tumoren bezeichnet, bei denen mehr

als 10 % der Tumorzellen geférbt sind.

2. 8. Brustkrebs-Zelllinie

Fiir die Zellkulturversuche wurden MDA-MB231 Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um
eine humane Mammakarzinom-Zelllinie epithelialen Ursprungs, welche adherent wichst. Die
Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (PAA), angereichert mit 2 mM L-Glutamin (PAA), 10
ml/l Amphotericin und 10 % FCS bei 37 °C/7 % CO2 kultiviert.

2. 9. Himatoxylin-Eosin-Firbung

Um die Strukturen der Gewebe unterscheiden zu konnen, wurden die Schnitte einer
Héamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung) unterzogen. Himatoxylin ist ein basischer Farb-
stoff, der sich z.B. an die negativ geladene DNA anlagert und dem Zellkern somit eine blaue
Féarbung verleiht. Bei Eosin hingegen handelt es sich um einen sauren, anionischen Farbstoff,
der an kationische Komponenten, u.a. diverse Proteine, bindet und aufgrund dessen das
Zytoplasma rot farbt.

Zuerst wurden von dem zu untersuchendem Material 2 bis 4 um diinne Paraffinschnitte
hergestellt. Diese wurden in Xylol entparaffiniert und anschlieBend zur Rehydrierung durch

eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 70 % EtOH, H,O) gefiihrt. Anschlieend
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wurden die rehydrierten Schnitte in Himatoxylin gefarbt und durch dreimaliges Waschen mit
Leitungswasser gebldut. Es folgten die Gegenfarbung mit 0,1 % igem Eosin und ein erneuter
Waschschritt. An eine aufsteigende Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100 %), welche der
Dehydrierung diente, schloss sich eine kurze Inkubation in Isopropanol an. Zuletzt wurden die
Proben in zwei aufeinanderfolgenden Xylolschritten restlos entwéssert und mit Pertex
eingedeckt. Alle Schritte der HE-Féarbung, mit Ausnahme des Eindeckens, erfolgten in einem
Féarbeautomaten der Firma Shandon (Shandon Varistain). Alle Proben wurden von einem

qualifizierten Pathologen begutachtet.

2.10. RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus den murinen Geweben erfolgte mit Hilfe des RNeasy Kits der
Firma Qiagen. Bei dieser Methode handelt es sich um eine spezifische Aufreinigung der
Gesamt-RNA iiber hydrophile Siliziumgel-Sdulen unter Verwendung geeigneter Puffer-
systeme. Zuerst wurde das Gewebe in einem Guanidin-Thiocyanat enthaltenden Puffer homo-
genisiert und lysiert. Dies erfolgte unter Zuhilfenahme des Dissmembrators (Braun Biotech.
International, Deutschland). Die im Lysispuffer enthaltenen Salze denaturieren sdmtliche
Proteine, inklusive vorhandener RNasen und bewahren somit die RNA vor Degradierung.
Durch Zugabe von Ethanol werden geeignete Eigenschaften fiir die Bindung hergestellt und
die Losung auf die Sdule gegeben, an die spezifisch RNA Molekiile mit einer Lange von tiber
200 Nukleotiden binden. Nach mehreren Waschschritten und einem zusitzlichen DNase
Verdau wurde die reine RNA in einem bestimmten Volumen Nuklease-freiem Wasser eluiert.
Die Isolierung der humanen RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Lipid Tissue Mini Kit der
Firma Qiagen. Dies war notwendig, da das humane Brustgewebe sehr fettreich war. Dieser
Kit kombiniert eine Phenol/Guanidin-Lyse mit der bewdhrten RNeasy RNA Isolierung und
Aufreinigung. Zuerst wurden die Proben im QIAzol Lysis Puffer homogenisiert. Nach dem
Hinzufiigen des Chloroforms, wurde das Homogenat mittels Zentrifugation in die wéssrige
und die organische Phase aufgeteilt. Die RNA befand sich in der oberen wissrigen Phase und
wurde abgenommen. AnschlieBend wurde die RNA-Losung mit Ethanol versetzt, um
optimale Eigenschaften fiir die Bindung herzustellen. Zuletzt wurden die Proben iiber eine

RNeasy Zentrifugations-Sédule aufgereinigt.
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2. 10. 1. Quantifizierung und Qualititskontrolle der RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop® ND-1000
Spektrophotometer bestimmt. Eine Absorption von 1 OD bei 260 nm entspricht dabei einem
Wert von 40 pg RNA pro Milliliter Losung. Um Proteinverunreinigungen auszuschlieBen,
wurde zusitzlich die Extinktion bei 280 nm bestimmt und der Quotient E260/E2s0 gebildet. Es
wurden ausschlieBlich reine RNA-Priparationen mit einem Verhéltnis von E260 zu E280 von
1,8 bis 2,1 verwendet. Die Integritdt der extrahierten RNA wurde anschlieBend mit dem
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, USA) iiberpriift. Die im Bioanalyzer
verwendete Lab-on-a-Chip Technologie basiert auf dem Prinzip der Mikrofluidik, der
Steuerung winziger Fliissigkeitsmengen in einem miniaturisierten System. Im Bioanalyzer
wird die mit dem RNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen farbstoffmarkierte
RNA kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und iiber einen Laser detektiert. Die parallele
Analyse eines RNA Grofenstandards (RNA 6000 Ladder) erlaubte auBer der qualitativen
Beurteilung der Proben, auch eine Quantifizierung der RNA-Menge. Abbildung 7 zeigt
beispielhaft die Ergebnisse der Analyse mit dem Bioanalyzer. Mit Hilfe der dazugehorigen
Software, wurden die Messungen automatisch analysiert. Dabei wurde mit einem speziellen
Algorithmus eine sogenannte RNA integrity number (RIN) berechnet, wobei die Werte auf
einer Skala von 1 (vollstdndige Degradation) bis 10 (hohe Qualitit) liegen. Dies ermdglicht
eine objektive und reproduzierbare Aussage iiber die Qualitit der RNA. Die Qualitit der RNA
ist fiir die Durchfiihrung von Mikroarray-Experimenten von entscheidender Bedeutung, da
nur RNA mit sehr guter Qualitit, also moglichst wenig Degradation, fiir die Analyse geeignet
ist. Daher wurden fiir die Mikroarrayanalyse ausschlie8lich Proben verwendet, die einen RIN

von 7 oder hoher aufwiesen.

103 Tumorl 2.EL Abb. 7: Beispiel einer im Bioanalyzer
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RNA Concentration: 167 ng/ul
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.8

RNA Integrity Number (RIN): 9.5 (B.02.02)

gemessenen Probe. Die Ergebnisse sind zum
einen als Elektropherogramm dargestellt,
zusitzlich wird eine gel-dhnliche Abbildung
gezeigt. Auf der x-Achse des Elektrophero-
gramms ist die Laufzeit in Sekunden aufge-
tragen, wodurch die Molekiilgrofie ermittelt
wird. Auf der y-Achse wird die Fluoreszenz
dargestellt. Das gel-idhnliche Bild ist vergleichbar
mit einem Northern-Blot. Hierbei sind deutlich
zwei scharfe Banden zu erkennen, welche die 28s
und 18s RNA darstellen. Die deutlichen Banden
im Gelbild sowie die starken, schmalen Peaks im
Elektropherogramm, lassen auf eine gute
Qualitiit des Materials schlieBen. Dies spiegelt
auch der RIN-Wert von 9,5 wieder.
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2. 11. ¢cDNA Synthese

Die mRNA der humanen Proben wurde selektiv in komplementire DNA (cDNA) umge-
schrieben. Bei der reversen Transkription, macht man sich Enzyme (reverse Transkriptasen),
die urspriinglich von Retroviren stammen zunutze. Reverse Transkriptasen (RT) konnen RNA
in DNA umschreiben. Die SuperScript™ II ist eine modifizierte RT und ermdglicht die
Transkription ldngerer mRNAs, als die native MMLV-RT es zuldsst. Wie andere
Polymerasen, benétigt auch die Reverse Transkriptase kurze einzelstringige Primer, um den
komplementdren Strang zu synthetisieren. Es wurden Oligo(dT)-Primer verwendet, die
komplementér an den Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende der mRNA binden. Die Sequenz der
verwendeten Oligo(dT)-Primer lautet: T T TTTTTTTTTT T T T T. Die Oligo(dT)-
Primer wurden von der Firma Biotez (Berlin) bezogen.

Zuerst wurden die Oligo(dT)-Primer sowie der ANTP Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) zu
der umzuschreibenden RNA gegeben. Dieser Ansatz wurde zur Denaturierung der RNA und
Anlagerung der Primer fiir 5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Zu
dem Ansatz wurde noch DTT, der entsprechende Puffer und das Enzym SuperScript™ II
hinzugefiigt und der Reaktionsansatz fiir 50 min bei 42 °C inkubiert. Bei diesem Schritt kam
es zur Synthese der cDNA. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 70 °C 15 min lang denaturiert
und die Probe mit DEPC-Wasser auf die gewliinschte Konzentration verdiinnt. Die cDNA

wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

2. 12. Genexpressionsanalyse

Fir die genomweiten Expressionsanalysen, wurde der Human Genome U133 Plus 2.0
GeneChips® bzw. der Mouse Genome 430 2.0 GeneChips® der Firma Affymetrix verwendet.
Der Human Genome U133 Plus 2.0 Microarray umfasst 38500 Gene des humanen Genoms,
repriasentiert durch 54000 Probe Sets (Affymetrix 2003). Der Mouse Genome 430 2.0
Mikroarray besitzt iiber 45000 Probe Sets, welche 34000 gut untersuchte murine Gene
reprisentieren (Hardiman 2004).

Bei den Mausproben war die Menge an Gesamt-RNA auf 50 ng limitiert. Daher wurde ein
spezielles Protokoll gewihlt, welches zwei Runden der linearen Amplifizierung beinhaltet
(GeneChip® Two-Cycle Target Labeling Protocol, Affymetrix). Es wurden von jedem

Untersuchungszeitpunkt 5 Proben analysiert. Hierbei wurde auf eine hohe Qualitdt der
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verwendeten RNA geachtet. Bei den humanen Proben war eine groflere Menge RNA
verfiigbar und es wurde das Standardprotokoll (GeneChip® One-Cycle Target Labeling Kit,
Affymetrix) verwendet. Insgesamt wurden 19 humane Proben fiir die Mikroarrayanalyse
verwendet.

Beide verwendeten Protokolle begannen mit der Synthese doppelstringiger cDNA. Dies
erfolgte unter Verwendung eines T7-Oligo(dT)-Primers. Als Konsequenz daraus trugen alle
gebildeten cDNA Molekiile den bakteriophagen T7 Promotor.

Bei dem One-Cycle Protokoll wurde sogleich mit der Aufreinigung der cDNA fortgefahren
und anschlieBend mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase eine In-vitro-Transkription durchge-
fiihrt, wobei biotinylierte Nukleotide verwendet wurden. Daraus resultierte die fertige cRNA.
Im Gegensatz zur cDNA Synthese, kam es hierbei zu einer 100 bis 200 fachen
Amplifizierung, da ein cDNA Molekiil mehrere Male als Matrize diente. Bei dem Two-Cycle
Protokoll wurde noch ein weiterer Amplifizierungsschritt eingebaut. Dabei wurde mit Hilfe
der cDNA zwar auch eine In-vitro-Transkription durchgefiihrt, allerdings ohne markierte
Nukleotide. Die entstandene cRNA wurde unter Verwendung von Ramdom Primern abermals
in cDNA umgeschrieben, um anschlieend bei der zweiten In-vitro-Transkription, mit Biotin
markierten Nukleotiden, die endgiiltige cRNA zu gewinnen. Dadurch kam es zu einer
wiederholten Amplifizierung. Bei beiden Protokollen wurde die Biotin markierte cRNA
aufgereinigt und durch eine metallische Hydrolyse auf eine durchschnittliche Lange von 35
bis 200 Nukleotide fragmentiert. Eine schematische Darstellung iiber den Ablauf der beiden
Protokolle ist in Abb. 8 zu finden.

Die Fragmentation wurde anschlieBend mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers iiberpriift.
Durch die Fragmentierung sollten die Voraussetzungen fiir die Hybridisierung optimiert
werden, indem die Léinge der Biotin markierten cRNA an die Lidnge der auf der
Chipoberfliche fixierten Oligonukleotide (25 Basen), weitestgehend angeglichen wurde.
SchlieBlich wurde die gelabelte, fragmentierte cRNA fiir 16 Stunden bei 45 °C und 60 U/min
auf die entsprechenden Affymetrix Oligonukleotid Mouse Genome 430 2.0 oder die Human
Genome U133 plus 2.0 Arrays hybridisiert. Danach wurden die Arrays gewaschen, mit einem
Streptavidin-Phycoerythrin  Komplex gefarbt und mit dem Affymetrix GeneChip®
Scanner 3000® gescannt.

Zur Sicherstellung, dass die nach dem Hybridisieren und Scannen des Chips erhaltenen
Daten auch verwertbar waren, wurde eine Qualititskontrolle durchgefiihrt. Hierzu wurden mit
Hilfe der Affymetrix Microarray Suite 5.0 Software (MASS), die Affymetrix Qualitéts-

KontrollmafBe ermittelt und iiberpriift. Das Durchfiihren einer Qualitdtskontrolle ist von
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Bedeutung, da bereits ein fehlerhafter Chip die Analyse erheblich negativ beeinflussen kann
(Heber and Sick 2006). Bei der Kontrolle der Affymetrix Qualititsmalle wurde darauf
geachtet, dass der Background (Autofluoreszenz) bei allen Chips vergleichbar und keinesfalls
zu hoch war (Heber and Sick 2006). Unter Background versteht man bei den GeneChips® die
durch unspezifisch gebundene Zelltriimmer, Salze oder Streptavidin-Phycoerythrin-Reste
verursachten Signale. Raw(Q (Noise/Rauschen) misst die Pixel zu Pixel Variation der
Sondenzellen (Probe Cells) und sollte zwischen 1,5 und 3 liegen (Heber and Sick 2006). Der
Scaling Factor (SF) sollte sich innerhalb eines Experimentes nicht mehr als um das Dreifache
unterscheiden (Heber and Sick 2006). Unterschiedliche Scaling Factors sind ein Hinweis auf
unterschiedliche Mengen und insbesondere eine unterschiedliche Qualitit der RNA. Der
Anteil der detektierten Signale (Percert Present), sollte zwischen den Mikroarrays eines
Experimentes vergleichbar sein, variiert aber von Spezies zu Spezies und auch zwischen
unterschiedlichen Geweben. AuBerdem wurde von den internen Kontrollen ACTB und
GAPDH, jeweils das 3’- zu 5’-Verhéltnis ermittelt und darauf geachtet, dass dieses den Faktor
3 moglichst nicht iiberschritt. Aus dem Verhéltnis der 3’- und 5°-Signale lassen sich
Riickschliisse auf eine mogliche Degradation dieser spezifischen RNA und damit indirekt, auf
alle RNAs der Probe ziehen. RNasen bauen RNA bevorzugt vom 5’-Ende her ab. Somit ist
das Signal der 5’-Sonde bei degradierten Proben schwicher, als das der 3’-Sonde. Bei dem
Two-Cycle Protokoll mit zusétzlicher Amplifizierung, sind 3’- und 5’-Signale bis zu einem
Wert von 7 akzeptabel.

Die Bild-Rohdaten wurden unter Verwendung der Affymetrix GeneChip® Operating
Software (GCOS) in CEL-Files umgewandelt. Die weitere Analyse der Chips erfolgte mit
dem Programm GeneSpring GX 10.0 der Firma Agilent. Dieses bietet umfassende statistische
Analyse Moglichkeiten sowie eine Vielzahl an Visualisierungs-Tools. Bevor jedoch mit der
Analyse der GeneChips® begonnen werden konnte, mussten die Signalintensititen aller
Proben ,normalisiert werden. Die Normalisierung dient dazu, Differenzen in den
Markierungs- und Detektionseffizienzen zu regulieren. Demzufolge werden verschiedene
Mikroarrays miteinander vergleichbar. Es erfolgt eine Reduktion der technischen Varianz,
wohingegen die biologische Varianz erhalten bleiben soll. Diese Normalisierung erfolgte nach
der GCRMA Methode (Wu Z et al. 2004). GCRMA (RMA = Robust Multi-Array Analysis)
ist ein Methode, die zum einen, einen Hintergrundabgleich durchfiihrt, welcher die MM
(Mismatch) Intensitdten ignoriert; zum anderen werden Sequenzinformationen der
Probenzellen (GC-Gehalt) beriicksichtigt. Diese Methode fiihrt in einem einzigen Schritt eine

Normalisierung innerhalb eines Chips und zwischen den verschiedenen Chips durch.
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Zusétzlich fiihrte GeneSpring GX 10.0 noch eine log, Normalisierung durch, so dass sich die
Werte um Null zentrierten.

Mit Hilfe der GeneSpring GX 10.0 Software, wurde eine weitere Qualitédtskontrolle aller
verwendeten Chips durchgefiihrt, um sicher zu gehen, dass sich keine Ausreifler unter den zu
analysierenden Chips befanden. Hierzu wurden ein Korrelations-Plot und ein PCA-Plot
angefertigt. Fiir den Korrelationsplot wurden die Korrelationskoeffizienten fiir jedes
GeneChip®-Paar berechnet und als Heatmap dargestellt. Die PCA (Principal Component
Analysis) ist ein Verfahren der multivariaten Statistik. Sie dient dazu, die umfangreichen
Datensétze zu strukturieren, zu vereinfachen und zu veranschaulichen. Dies gelingt, indem
eine Mehrzahl der statistischen Variablen durch eine geringere Zahl moglichst
aussagekriftiger Linearkombinationen (Hauptkomponenten/Principal Components) ersetzt
wird. Dabei wird die grofite Abweichung innerhalb der zu analysierenden Daten erfasst. Die
Daten werden als Punktwolke, in einem n-dimensionalen, kartesischen Koordinatensystem
dargestellt. Im Idealfall sollen die Mikroarrays einer Gruppe zusammen clustern und von den

anderen Gruppen separiert liegen.
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GeneChip® Expressionsanalyse

One-Cycle Target Labeling Two-Cycle Target Labeling
1-15 pg total RNA 10-100 ng total RNA
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Abb. 8: Grafische Darstellung des Ablaufes der verwendeten Affymetrix Labeling Protokolle, dem One-
Cycle und dem Two-Cycle Target Labeling Protokoll. Das Two-Cycle Protokoll ist bei geringen RNA
Mengen anzuwenden und beinhaltet eine zusitzliche Amplifizierungsrunde im Vergleich zur One-Cycle
Protokoll.
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Um Gene zu identifizieren, die bereits sehr frith auf die Existenz eines DCIS hinweisen,
wurden Proben von Méusen, kurz nach der Laktation (Monat 2-3), mit den Kontrolltieren
verglichen. Die Proben, die einen Monat nach Beginn der Laktation entnommen wurden,
mussten aufgrund von Laktations-Artefakten von allen folgenden Analysen ausgeschlossen
werden. Aullerdem wurden Proben von invasiven duktalen Karzinomen (IDC) ebenfalls mit
den Negativkontrollen verglichen. Die Analyse wurde durchgefiihrt, unter Zuhilfenahme des
Welch-Tests (unpaired t-Test; unequal variance) mit Benjamini-Hochberg FDR (False
Discovery Rate). Es wurden nur Gene berticksichtigt, deren FC (Fold Change) iiber 5 lag und
deren p-Wert kleiner 0,01 war. Die Visualisierung der t-Tests erfolgte anhand von Volcano-
Plots. Der Volcano-Plot ermdglicht ein schnelles Wahrnehmen der Signifikanz und der Grof3e
der Verdnderung der Expression (Fold Change) einer bestimmten Menge an Genen zwischen
zwei Gruppen. Hierbei gibt die x-Achse des Volcano-Plots den Fold Change (FC) zwischen
den beiden Gruppen an. Dieser wird im logarithmischen Mafstab aufgetragen, damit die
Hoch- und Runterregulierung symmetrisch wirkt. Die y-Achse zeigt die p-Werte der t-Tests.
Somit gibt die x-Achse die biologische Auswirkung der Verdnderung wieder, die y-Achse
zeigt den statistischen Beweis, bzw. die Glaubwiirdigkeit dieser Verdnderung.

Von Interesse waren Gene, die in beiden Vergleichen (Gesund/2-3M & Gesund/IDC) eine
erhohte Expression zeigten, da es sich hierbei um Gene handelt, die schon zu einem sehr
frithen Zeitpunkt aktiviert wurden. Zu diesem Zeitpunkt waren histologisch noch keine, bzw.
nur sehr wenige DCIS-Lésionen zu diagnostizieren. Aulerdem waren diese Gene immer noch
im IDC hochreguliert, was zeigte, dass es sich um tumorassoziierte Gene handelt. Unter
Verwendung eines Venn-Diagramms, wurden jene Gene herausgesucht, die in beiden
Vergleichen zu identifizieren waren. Letztendlich ergab sich eine Liste aus 173 Probe Sets,
welche 140 Gene représentierten, als endgiiltige Kandidatengenliste. Alle Probe Sets wurden
mit Hilfe der Affymetrix NetAffx™ Datenbank auf ihre Annotation tiberpriift.

Mit den 173 Probe Sets der Kandidatengene, wurde ein hierarchisches Clustering
durchgefiihrt. Die hierarchische Clusteranalyse untersucht die Ahnlichkeit zwischen allen
Objekten im Datensatz und diese Information wurde in Form eines zweidimensionalen
Diagramms, dem sogenannten Dendrogramm, dargestellt. Man nennt die Cluster hierarchisch,
da grofle Gruppen in immer kleinere Gruppen unterteilt werden, bis schlieBlich jede Gruppe
nur noch aus einem Objekt besteht. Zuerst miissen die Ahnlichkeiten zwischen den einzelnen
Objekten berechnet werden, dazu wird jedes Objekt seinem eigenen Cluster zugeteilt. Eine
Moglichkeit ist die Bestimmung des Abstandes. Dazu wurde in der vorliegenden Analyse der

euklidische Abstand genutzt. Dieser ist die mathematische Definition des normalen
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Abstandes. Sind die Abstinde zwischen den Clustern berechnet, werden die Cluster mit dem
kleinsten Abstand, unter Beriicksichtigung des Complete-Linkage-Verfahrens, vereinigt. So
wurde weiter verfahren, bis nur noch ein einziges Cluster iibrig war, welches alle Objekte
enthielt.

Anhand der Durchfiihrung einer GO-Analyse (GO = Gene Ontology™) der identifizierten
Genliste wurde iiberpriift, ob darin bestimmte GO-Kategorien {iberreprdsentiert waren. Fiir
die GO-Analyse wurde wiederum das Programm GeneSpring GX 10.0 verwendet. Die GO-
Datenbank, entwickelt durch das Gene Ontology-Konsortium (http://www.geneontology.org),
ordnet Gene entsprechend ihrer Eigenschaften, oder ihrer Lage in der Zelle bestimmten
Kategorien zu (Ashburner et al. 2000; Harris et al. 2004), wodurch man einen guten Uberblick
tiber die identifizierten Gene erhélt. Diese Zuordnungen zu den GO-Kategorien werden
kontinuierlich erweitert und aktualisiert. Primdr werden drei Ontologiegruppen unterschieden:
molekulare Funktionen, biologische Prozesse, zellulire Komponenten. Jedes Gen erhélt
mehrere Annotationen (GO-Terme/GO-Kategorie), die mit allgemeinen Begriffen beginnen
und zunehmend spezifischer werden. Diese GO-Terme werden hierarchisch miteinander
verkniipft und werden grafisch entsprechend ihrer Haufigkeit als Tortendiagramm dargestellt.
Zur Berechnung der Signifikanz der Héufigkeit, verwendet GeneSpring GX die
Hypergeomerische Verteilung, wobei eine Fehlerkorrektur nach Benjamini Yekutelli mit
einbezogen wird. Es werden nur GO-Kategorien beriicksichtigt, die einen korrigierten p-Wert
von unter 0,05 aufzeigen.

Aus den 140 Kandidatengenen wurden die sieben vielversprechendsten herausgesucht. Diese
wurden ebenfalls in einem hierarchischen Clustering abgebildet. Zur Veranschaulichung der
Expression jedes einzelnen Gens in den verschiedenen Gruppen, (Kontrollen, unterschiedliche
Zeitpunkte und ICD) wurde diese grafisch, mittels Boxplots, dargestellt. Der Boxplot (auch
Box-Whisker-Plot) ist ein Diagramm, das zur grafischen Darstellung einer Reihe numerischer
Daten verwendet wird. Der Boxplot fasst verschiedene Mafle der zentralen Tendenz, Streuung
und Schiefe in einem Diagramm zusammen (Median, obere und untere Quartil und
Extremwerte). Als Box, welche 50 % der Daten umfasst, wird das durch die Quartile
bestimmte Rechteck bezeichnet. Durch die Lénge der Box ist die Interquartildifferenz
abzulesen. Der Median ist in der Box eingezeichnet und gibt somit Hinweise auf die Schiefe
der Daten. Ausreifler werden als Kreis dargestellt und sind mehr als das 1,5-fache vom oberen
bzw. unteren Quartil entfernt. Extremwerte werden als Stern dargestellt und sind mehr als das

Dreifache vom oberen bzw. unteren Quartil entfernt.
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Die Analyse der humanen Proben erfolgte in analoger Weise. Es wurde jedoch der Fokus auf
die sieben, im Mausmodel gefundenen Gene, gelegt. Auch fiir die humanen Proben erfolgte

eine grafische Darstellung iiber ein hierarchisches Clustering und Boxplots.

2. 13. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative RT-PCR wird unter Verwendung von TagMan® Gene Expression Assays der
Firma ABI (Applied Biosystems) und des ABI Prism™ 7900 HT Sequence Detection System
ebenfalls von der Firma ABI (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die verwendeten Gen
Expressions Assays (Assay on Demand™) sind in den Tabellen 5 und 6 aufgefiihrt. Die
vorgefertigte Assays enthalten jeweils zwei bereits getestete Primer, fiir das entsprechende

Gen sowie eine Fluoreszenzsonde (TagMan Probe).

Tab. 5: Ubersicht iiber die verwendeten humanen Assays on Demand™

Gen Assay on Demand ID
MUCI Hs00159357 ml
SPP1 Hs00959010 m1
RRM?2 Hs01072069 gl
FOXM1 Hs00153543 ml
EXO1I Hs01116190 m1
DEPDCI Hs00854841 gl
NUSAPI Hs01006195 m1
ACTB HS99999903 ml

Tab. 6: Ubersicht iiber die verwendeten murinen Assays on Demand™

Gen Assay on Demand ID
Mucl MmO00449604 ml
Sppl Mm01611440 mH
Rrm2 MmO01287170 gl
Foxml Mm00514924 ml
Exol MmO00516302 ml
Depdcl MmO00780966 s1
Nusap Mm00505602 ml
Actb 4352341E

Das Prinzip der Quantifizierung beruht auf der Messung eines Fluoreszenzsignals, welches im

Laufe der PCR entsteht. An die fiir die RT-PCR verwendeten, genspezifischen Sonden, sind




Material und Methoden - 39-

zweil Farbstoffe gekoppelt. Am 5'-Ende sitzt ein Reporter-Farbstoff (R), am 3°-Ende ein
Quencher-Farbstoff (Q). Aufgrund der rdumlichen Néhe der beiden Farbstoffe, wird die
Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffes unterdriickt (Abb. 9). Dieses Phdnomen nennt man
FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer). Zunidchst hybridisieren die sequenz-
spezifische fluoreszensmarkierte Sonde und die spezifischen Primer an den Matrizen-Strang.
Bei der Amplifizierung verdriangt die Polymerase, die den Matrizen-Strang vom 3'-Ende zum
5'-Ende abliest, die Sonde und hydrolysiert diese. Dabei wird der Reporter-Farbstoff vom
Quencher-Farbstoff rdumlich getrennt, so dass der Reporter-Farbstoff nun ein Fluoreszenz-

signal erzeugt. Dieses Fluoreszenzsignal wird im Anschluss an jeden PCR-Zyklus gemessen.

Reporter Quencher
Forward R TagMan

5 Primer ceep S Probe
Polymerisation 3 5

5 3’

4- - Reverse 2
Primer
R

5,_----------- u
Verdrangung 3 a
der Sonde 5 3

G —

R
5’_-------------’ ’
Abspaltung des 3 5
Reportermolekils 5 3

G —

: = ‘I’}
‘l’

P SR AR RS

Vervollstandigung  3° 5
der Polymerisation s5- ’

emmmmmmmemmm e eea e ——————

Abb. 9: Prinzip der TagMan PCR. Zu Beginn der Reaktion lagern sich Primer und Probe an die cDNA
an. Dabei ist das Fluoreszenzsignal, aufgrund der Nihe der beiden Farbmolekiile, unterdriickt. Durch die
Strang-Verlingerung der Polymerase, kommt es zur Verdringung und Hydrolyse der Sonde und zu einer
Trennung von Reporter und Quencher. Dadurch wird die Fluoreszenz nicht liinger unterdriickt und wird
nachweisbar. (R = Reporter, Q = Quencher)
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Die eigentliche Quantifizierung der zu untersuchenden Probe, erfolgte durch die Analyse des
Anstieges des Fluoreszenzsignals. Mit jedem PCR-Zyklus verdoppelt sich die Menge des
Amplifikats und dementsprechend auch das Fluoreszenzsignal der Probe. Dies lésst sich in
einer logarithmischen Funktion, in der die Menge des entstehenden Amplifikats gegen die
Zyklenzahl aufgetragen wird, darstellen. Der Ct-Wert (Threshold Cycle) ist die Zyklenanzahl,
ab der die Fluoreszenz einen definierten Schwellenwert iiberschreitet, der gegeniiber dem
Ausgangswert signifikant erhoht ist. Wird ein Gen in einem Gewebe stark exprimiert, so
liegen zu Beginn der PCR-Reaktion entsprechend viele cDNA-Kopien vor und der festgelegte
Schwellenwert wird nach wenigen Zyklen iiberschritten, im Gegensatz zu einem Gewebe mit
niedriger Expression. Somit dient der Ct-Wert als Mall zur Quantifizierung der Ausgangs-

menge.

Bei den humanen Proben wurde vor Durchfiihrung der qRT-PCR eine ¢cDNA Synthese
durchgefiihrt, sodass das Standard-Protokoll der Firma ABI zum Einsatz kam. Die PCR-
Analyse erfolgte nach dem Protokoll der Firma ABI. Die verwendeten Sonden waren an
threm 5°-Ende mit dem fluoreszenten Reporter-Farbstoff FAM markiert, am 3’-Ende
(Quencher) mit dem Farbstoff TAMRA. Es wurde ein Endvolumen von jeweils 10 pl in einer
384-Well Platte fiir die PCR eingesetzt. Diese enthielt, fiir die jeweils zu untersuchenden
Zielsequenzen, 1 pul cDNA-Probe, 5 ul TagMan® Universal Master Mix, 0,5 ul TagMan®
Gene Expression Assay (Target Primer & Probe) sowie 3,5 pul RNase freies Wasser. Die
Amplifizierung erfolgte nach dem unten aufgefiihrtem Protokoll, welches insgesamt

40 Zyklen, aus sich abwechselnden Denaturierungs- und Annealingschritten enthielt:

PCR Programm: 50°C 2:00
95 °C 10:00
95°C 0:15
x 40 Zyklen
60°C 1:00

Bei den Mausproben wurde aufgrund der limitierten RNA Menge, auf eine cDNA Synthese
verzichtet und der Kit ,,RNA Ultra Sense One Step qRT-PCR System* (Invitrogen)

verwendet, bei welchem direkt mit der Gesamt-RNA gearbeitet wurde. Der Kit enthielt
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optimierte Komponenten, die es erlaubten, die Reverse Transkription und die PCR in einem
Reaktionsgefall durchzufiihren.

Dabei wurde genau nach dem mitgelieferten Protokoll der Firma Invitrogen gearbeitet und
das Programm fiir die Analyse entsprechend angepasst. Zuerst erfolgte die Reverse
Transkription fiir 15 min bei 50 °C. Daran schloss sich der PCR Aktivierungsschritt (2 min
bei 95 °C) an. Dabei wurde die Polymerase aktiviert, die Reverse Transkriptase inaktiviert
und das cDNA Template denaturiert. AnschlieBend folgte fiir 50 Zyklen ein Wechsel von 15 s
95 °Cund 30 s 60 °C.

PCR Programm: 50 °C 15:00
95°C 2:00
95°C 0:15
x 50 Zyklen
60°C 0:30

Fiir alle QRT-PCR Versuche wurde ACTB als Housekeeping-Gen verwendet, da aufgrund der
Microarray Ergebnisse klar war, dass dieses Gen, in allen zu untersuchenden Proben,

gleichermallen exprimiert war. Aullerdem wurden alle Proben als Triplikat untersucht.

2.13. 1. Berechnung nach der AACt Methode

Die relativen Unterschiede in der Genexpression der untersuchten Gene, wurden anhand der
AACt Methode ermittelt. Zuerst wurde die Expression der untersuchten Gene auf die
Expression des Housekeeping Gens 4ACTB normalisiert. Dazu wurde der ACt Wert berechnet.
Dieser ergab sich aus der Differenz zwischen dem Ct des untersuchten Gens und dem Ct des
Housekeeping Gens. Der AACt Wert wurde dann iiber die Differenz von den ACt Werten der
zu vergleichenden Proben berechnet. Der relative Expressionsunterschied (R) zwischen zwei
Proben konnte iiber die Formel R = 2" bestimmt werden. Dieser wurde zuletzt anhand

eines Box-Plots fiir jede Gruppe grafisch dargestellt.
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2. 14. Immunhistochemie

Immunhistochemische Verfahren gehdren heute bei zahlreichen pathohistologischen
Fragestellungen zum Standard. Hierbei konnen im Gewebe vorhandene Antigene mit
spezifischen Antikdrpern identifiziert werden. Dabei nutzt man die Spezifitit der Antikorper,
um die zelluldre und subzelluldre Verteilung und Héufigkeit von bestimmten Antigenen an
histologischen Gewebeschnitten zu visualisieren. Ein Antigen lédsst sich direkt oder indirekt
nachweisen, wobei der indirekte Nachweis gebrduchlicher ist. Hierbei ist der priméire
Antikorper unkonjugiert. Zur Visualisierung werden hochspezifische, gegen die Spezies des
Erstantikorpers gerichtete, sekundidre Antikorper verwendet, die ihrerseits mit einem Enzym
gekoppelt werden. Die Nachweisreaktion erfolgt analog zur direkten Methode, wobei das
indirekte Verfahren um einiges sensitiver ist, da durch Verwendung von zwei Antikérpern
eine Signalverstirkung entsteht.

Fiir diese Arbeit wurde die Streptavidin-Biotin-Methode, als Variante des indirekten
Antigennachweises, eingesetzt. Hierzu wurden die Schnitte zunéchst in Xylol deparaffiniert,
in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert und kurz in H,O gewaschen. Das anschlieBende
sogenannte Antigenretrieval - hiermit werden Antigene im Gewebe demaskiert und fiir die
entsprechenden Antikdrper zugénglich gemacht - erfolgte durch ein fiinfminiitiges Aufkochen
der Schnitte in 0,01 M Natriumcitratpuffer pH 6,0 in einem handelsiiblichen Schnellkochtopf.
Nach Druckausgleich und Offnung des Deckels, wurden Topf und Inhalt langsam (ca. 20 min)
unter flieBendem Wasser abgekiihlt und die Schnitte anschlieBend in TBS gewaschen. Zur
Inhibierung der unspezifischen Interaktion des Detektionssystem mit endogenem Biotin,
wurden die Schnitte mit dem DAKO® Biotin Blocking System (Dako, Dénemark),
entsprechend den Angaben des Herstellers, vorbehandelt. Es folgte die zweistiindige
Inkubation mit dem priméiren Antikorper, welcher in 20 % FCS/TBS verdiinnt wurde. Diese
Inkubation fand bei Raumtemperatur, in einer feuchten Kammer, (Shandon Lipshaw,
Frankfurt/M) statt. Die verwendeten Konzentrationen sowie die Bezugsquellen der
verwendeten Antikorper, wurde in Tabelle 7 angegeben. An die Inkubation des Primér-
antikorpers anschlieBend, wurden die Schnitte in mehreren Schritten gewaschen (H,O;
Tween/TBS (0,1 %); H,O; TBS), um iiberschiissige, ungebundene Antikorper zu entfernen.
Danach wurde der passende biotinylierte, sekunddre Antikorper (Tab. 8) auf die Schnitte
gegeben (30 min, Raumtemperatur). Wiederum wurden die Schnitte in TBS gewaschen und
anschlieBend mit der Streptavidin-Alkalischen-Phosphatase (Vector Laboratories, USA)

inkubiert (30 min, Raumtemperatur). Nach erneutem Waschen mit TBS, wurde die
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Farbreaktion durch das Auftropfen der Substrat-Chromogen-Losung hervorgerufen und nach
Erreichen der gewiinschten Signalintensitdt mit H,O abgestoppt. Bei der Verwendung von
alkalischer Phosphatase als Reporterenzym, wurden Neufuchsin als Chromogen und
Naphthol-As-Bi-Phosphat als Substrat benutzt. Durch die anschlieBende Gegenfirbung der
Schnitte mit Himatoxylin (ca. 1-2 min, Raumtemperatur), wurde eine Zuordnung der immun-
histochemisch, detektierten Proteine im Gewebekontext moglich. Nach Entwisserung der
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe und abschlieBender Xylol-Fixierung, wurden die
Schnitte mit Entellan (Merck) eingedeckt.

Als Kontrolle der unspezifischen Farbung, dienten Schnitte, bei denen der primére Antikdrper
durch TBS ersetzt wurde. Die aus der Enzymreaktion resultierende rosa Fiarbung, wurde

lichtmikroskopisch sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Kamerasystems dokumentiert.

Tab. 7: Ubersicht iiber die verwendeten Primirantikérper

Antikorper Poly/mono Verdiinnung Sekundérer Hersteller
Antikorper
MUCI1 Polyklonal 1:50 Kaninchen US Biological
SPP1 Polyklonal 1:100 Ziege Imgenex
RRM?2 Monoklonal | 1:100 Maus Abnova
FOXMI1 Polyklonal 1:100 Ziege Imgenex
DEPDCI1 Monoklonal | 1:100 Maus abcam
NUSAPI Polyklonal 1:100 Maus Abnova
Tab. 8: Ubersicht iiber die verwendeten Sekundirantikérper
Antikorper Konjugat Katalog-Nr.: Hersteller

Anti - Kaninchen IgG Biotin BA - 1000 Vector Laboratories
Anti - Ziege 1gG Biotin BA - 5000 Vector Laboratories
Anti - Maus IgG Biotin BA - 2000 Vector Laboratories
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2. 15. Transfektion humaner Brustkrebszellen mit siRNA gegen DEPDCI1

RNA-Interferenz (RNA1) beschreibt einen hoch konservierten Mechanismus fiir post-
transkriptionelles Gen-Silencing, bei dem die Expression eines Gens gezielt durch spezifische
kurze RNA-Molekiile, sogenannte small interfering RNAs (siRNAs) inhibiert wird (Fire et al.
1998; Kurreck 2009). Meist werden kiinstlich synthetisierte siRNAs in die Zelle eingebracht,
um einen Knockdown des Zielgens zu erreichen. Charakteristisch fiir diese siRNA-Molekiile
ist eine Linge von 21 Nukleotiden sowie der beidseitige Uberhang von zwei Basen an den
3’-Enden (Elbashir et al. 2001). AuBlerdem ist von entscheidender Bedeutung, dass
Homologien der siRNA Sequenz zu anderen Genen, als dem eigentlichen Zielgen vermieden
werden, um unspezifische Nebeneffekte zu vermeiden.

Wird die siRNA mittels Transfektion in die Zelle eingebracht, so bindet diese an den RISC-
Komplex (RNA-Induced Silencing Complex). Im RISC-Komplex wird die Helix der siRNA
entwunden und der Sense-Strang entfernt, es verbleibt nur der Antisense-Strang im RISC-
Komplex. Dieser aktivierte RISC-Komplex, bindet an die komplementire mRNA der
Zielgens und spaltet diese mittig. Die gespaltene mRNA wird anschliefend degradiert.

Die Transfektion von siRNA gegen DEPDCI in MDA - MB 231 Zellen wurde mit dem Kit
TransMessenger™ Transfection Reagent (Qiagen) durchgefiihrt. Die verwendete siRNA
wurde ebenfalls von der Firma Qiagen bezogen, hierbei wurde eine kommerziell zu
erwerbende siRNA gegen DEPDCI (Hs-DEPDC1 8HP siRNA; S103241616) ausgewdhlt.
Auch die als Negativkontrolle verwendete AllStar siRNA stammte von der Firma Qiagen. Bei
der Transfektion wurde sich an die Empfehlungen des Herstellers gehalten. Pro Well einer
6-Well-Platte wurden, am Vortag der Transfektion, 7x10* Zellen eingesit. Fir die Trans-
fektion wurden pro Well 500 ng siRNA eingesetzt. Das Verhiltnis von eingesetzter Nuklein-
sduremenge, zu TransMessenger Volumen, zu Enhancer Volumen (in pg/pl) betrug dabei 1:
20: 40. Der Transfektionsansatz wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben und fiir 7 Stunden
bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Anschliefend wurden 2 ml RPMI 1640 Medium
dazugegeben, um die Reaktion abzustoppen. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet,
mittels qRT-PCR, der Knockdown-Effekt iiberpriift und die funktionalen Analysen
durchgefiihrt.
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2. 15. 1. Wachstumskurve

Um die Wachstumsrate von siRNA behandelten MDA-MB 231 Zellen zu bestimmen, wurden
3x10* Zellen in die Vertiefungen einer 24-Wellplatte eingesit. Es wurden vier Zellzahl-
bestimmungen als Dreifachbestimmungen in einem Intervall von jeweils 24 Stunden durchge-
fiihrt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen 20 min bei 37 °C mit Accutase (PAA)
geldst und anschlieBend mit PSB gewaschen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt, wobei jeweils vier Gesichtsfelder ausgezahlt wurden. Die einzelnen

Werte wurden in drei unabhéngigen Versuchen bestimmit.

2. 15. 2. Migrations-Assay

Mit diesem Versuch sollte der Einfluss von DEPDCI auf das Migrationsverhalten von
humanen Brustkrebszellen (MDA-MB 231) untersucht werden. Dazu wurden spezielle Inserts
(cell culture insert BD Biosciences) verwendet, welche eine Porengrofle von 8 pm haben.
Diese Poren mussten von den Zellen, welche in das Insert eingesdt wurden, durchwandert
werden, um in das in der unteren Kammer befindliche Vollmedium zu gelangen.

Zunichst wurden je ein Insert in die Vertiefung einer 24-Well Platte eingehéngt und 2,5x10*
Zellen in 200 pl serumfreiem Medium eingesét. In den unteren Teil des Wells wurden 500 pl
RPMI + 20 % FCS gegeben. AnschlieSend wurden die Zellen fiir 20 h bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. An die Inkubation schloss sich eine 45-miniitige Farbung der lebenden Zellen mit
Calcein AM an. Calcein AM wird von lebenden Zellen aufgenommen und durch intra-
zelluldre, unspezifische Esterasen zum Fluoreszenzfarbstoff Calcein gespalten. Das
Absorptionsmaximum von Calcein liegt bei 494 nm, das Emissionsmaximum bei 517 nm. Die
durch die Membran gewanderten und sich somit auf der Unterseite der Membran befindlichen
Zellen, wurden zuletzt mit Hilfe von Trypsin/EDTA abgel6st und deren Fluoreszenz in einem

Fluoreszenz-Messgerét (Tecan) bestimmt.
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2. 15. 3. Invasions-Assay

Der Invasions-Assay erfolgte unter Verwendung spezieller BD BioCoat™ Matrigel™

Invasions-Kammern (BD Biosciences). Es handelt sich hierbei, analog zum Migrations-
Assay, um Inserts mit 8§ um Porengrofe, wobei die Membran auf der Innenseite zusitzlich
mit einer kiinstlichen extrazelluldren Matrix (Matrigel™) beschichtet ist.

Die Platten mit den Invasions-Kammern wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, mit 500 pl
serumfreiem Medium gefiillt und 2 h bei 37 °C im Inkubator rehydriert. AnschlieBend wurde
das Medium der oberen Kammer, gegen frisches, ebenfalls serumfreies Medium mit 1x10°
Zellen/Well ausgewechselt. In die untere Kammer wurden 750 pl Vollmedium gegeben und
der Ansatz fiir 20 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden nicht
migrierte Zellen, welche sich noch immer auf der Oberseite des Matrigels befanden, mit
einem Wattestdbchen entfernt. Die migrierten Zellen, welche sich auf der Membranunterseite
befanden, wurden fiir 2 min mit 100 % Ethanol fixiert und geférbt. Die Farbung erfolgte fiir 2
min mit 1 % Toluidinblau. Zum Entfarben wurde wiederholt mit H,O gespiilt. Die geféarbte
Membran wurde getrocknet, ausgestanzt und mit Hilfe von Dako Fluorescent Mounting
Medium (Dako) auf einem Objekttrager fixiert. Von jeder Membran wurden mit Hilfe eines

Mikroskops, die durch die Membran gewanderten Zellen gezdhlt und der Mittelwert gebildet.

2. 15. 4. Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse basiert auf der Anfarbung der nukledren DNA mit Propidiumiodid. Der
DNA-Gehalt der Zellkerne verdoppelt sich wéhrend eines Zellzyklus, so dass je nach DNA-
Gehalt, eine Zuordnung der Zellen zu einer bestimmten Zellzyklusphase moglich ist.
Propidiumiodid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit der DNA interkaliert.

Die Zellen wurden mit Hilfe von 300 pl Accutase abgeldst, mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 100 % igem Ethanol fixiert. Nach einmaligem Waschen mit HBSS-Puffer,
wurden die Zellen fiir 30 min bei 37 °C mit der Férbelosung inkubiert. Die Férbelosung
enthielt 50 pg/ml Propidiumiodid (PI) sowie 1 mg/ml RNase A, geldst in HBSS-Puffer. Nach
der Fiarbung wurden die Zellen erneut mit HBSS-Puffer gewaschen und fiir die Messung in
FACS-Puffer aufgenommen.

AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe des FACSCalibur™ (BD Biosciences)
durchflusszytometrisch gemessen. Die Analyse der Daten erfolgte mit der CellQuest Software
(BD Biosciences). Anhand des DNA Gehalts konnten die Zellzyklusphasen (Sub G1, G0/G1,
S oder G2/M) ermittelt und im Histogramm dargestellt werden.
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3. Ergebnisse

3. 1. Histologische Charakterisierung des verwendeten Mausstammes

Wie bereits im Methodenteil erldutert, wurden die WAP-TNP8 Madiuse zu verschiedenen
Zeitpunkten, berechnet ab dem Tag der Laktation, untersucht. Zusétzlich wurden die Méuse
regelméBig palpiert. Waren vor dem geplanten Zeitpunkt Tumore spiirbar, wurde das
entsprechende Tier euthanasiert und die Milchleisten somit vorzeitig entnommen. Von jedem
Versuchstier wurden mehrere Gewebeproben der Milchleiste resiziert und in Paraffin
eingebettet. AnschlieBend wurden HE-Schnitte hergestellt, welche von einer fachkundigen
Pathologin begutachtet wurden. Insgesamt wurden die histologischen Befunde von 69 Miusen
ausgewertet. In Abbildung 10 sind beispielhaft, je ein gesunder Milchgang, ein DCIS sowie
ein invasives Mammakarzinom abgebildet. Hierbei ist deutlich die Differenz zwischen einem
gesunden Milchgang, welcher ein leeres Lumen aufweist und einem DCIS befallenen
Milchgang, welcher durch Tumorzellen obliteriert ist, zu erkennen. Umgeben sind die
Milchginge von Fettgewebe. Im Fall des invasiv duktalen Karzinoms, sind die bekannten
Gewebestrukturen kaum mehr zu erkennen, die Tumorzellen sind komplett in das umliegende
Gewebe infiltriert.

Abbildung 11 zeigt die Anzahl der histologisch nachweisbaren DCIS-Lésionen zu den
verschiedenen untersuchten Zeitpunkten. Wie zu sehen ist, war einen Monat nach Beginn der
Laktation und somit der Aktivierung des Onkogens, histologisch bei keinem Versuchstier ein
DCIS nachzuweisen. Nach zwei Monaten wiesen etwa 14 % der WAP-TNP8 Miuse DCIS-
Lisionen auf, nach drei Monaten etwa 35 %. Mit Zunahme der seit der Aktivierung des
Onkogens vergangenen Zeit, nahmen auch die histologisch nachweisbaren DCIS zu. So waren
vier Monate nach Beginn der Laktation bei 50 % der Mause DCIS nachzuweisen. Zu diesem
Zeitpunkt stieg ebenso das Auftreten von invasiven Tumoren deutlich an. Fiinf Monate nach
Aktivierung des Onkogens, wurden bei 43 % der Tiere DCIS nachgewiesen. Das Absinken
der DCIS Haufigkeit in dieser Gruppe, ist mit der kleinen Gruppengréfle zu erklaren. Diese ist
der Tatsache geschuldet, dass viele Tiere bereits zuvor euthanasiert werden mussten, da sie
bereits invasive Tumore zeigten. Die Miuse der Gruppen 4 und 5 Monate wiesen etwa zu

70 % invasive Tumore auf.
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Abb. 10: Abbildung der hiufigsten, histologisch nachgewiesenen Befunde in dem WAP-TNP8 Maus-
modell. Die linke Abbildung zeigt einen gesunden Milchgang, die mittlere Abbildung eine DCIS und die
rechte Abbildung ein invasives Mammakarzinom. Bei der Darstellung des gesunden Milchgangs sowie des
DCIS, ist jeweils zentral der Milchgang zu erkennen, welcher von Fettzellen (Rauten) umgeben ist. In der
Abbildung des gesunden Milchganges, sind iiberdies mit Erythrozyten gefiillte Blutgefille zu erkennen
(Sternchen). Bei den gezeigten Abbildungen handelt es sich um HE-Firbungen, welche in 400-facher
Vergrofierung aufgenommen wurden.
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Abb. 11: Grafische Darstellung der in den WAP-TNP8 Miiusen nachgewiesenen DCIS-Lisionen. Die
Monate (1IM-5M) wurden ab dem Zeitpunkt des Werfens (= Laktationsbeginn) berechnet. Unter der

Gruppenbezeichnung ist jeweils die Anzahl der untersuchten Miiuse angegeben.
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3. 2. Genexpressionsanalyse des Mausmodells

Fiir die genomweiten Expressionsanalysen wurde der Mouse Genome 430 2.0 GeneChip®
der Firma Affymetrix verwendet. Aufgrund der limitierten RNA Menge wurde eine
Amplifizierung in das Aufbereitungsprotokoll mit eingefiigt (GeneChip® Two-Cycle Target
Labeling Protocol, Affymetrix). Die gelabelten Proben wurden auf den Chip hybridisiert und
die Fluoreszenzsignale gemessen. Die Werte der einzelnen Proben wurden mit Hilfe der
Affymetrix GeneChip® Operating Software in sogenannten Cel-Files gespeichert. Diese
wurden fiir die weitere Analyse genutzt. Es wurden pro Gruppe fiinf Mause untersucht. Somit

wurden insgesamt 35 Mouse Genome GeneChips® ausgewertet.

3. 2. 1. Qualititskontrolle der murinen GeneChip® Mikroarrays

Zuerst wurden die Affymetrix Qualitits-KontrollmaBe aller murinen Mikroarrays liberpriift
(Anhang, Tab.14). Es wurde darauf geachtet, dass der Background (Autofluoreszenz) bei
allen Chips vergleichbar war, auBerdem sollte der Background einen Wert zwischen 50 und
100 aufzeigen. Die Mehrheit der Mikroarrays hatte Background-Werte um den Wert 100, was
entsprechend der Angaben des Herstellers war. RawQ sollte zwischen 1,5 und 3 liegen. Zwei
GeneChips® zeigten mit einem RawQ Wert von 4 leicht erhohte Werte. Der Scaling Factor
sollte sich innerhalb eines Experimentes nicht mehr als um das Dreifache unterscheiden, was
in diesem Experiment zutraf. Die Tatsache, dass sich der Scaling Factor innerhalb der
analysierten GeneChips® nur um 0,5 unterschied, ist auf die gute Qualitit der RNA
zuriickzufiihren. Aulerdem wurde von den internen Kontrollen, Actb und Gapdh jeweils das
3’- zu 5’-Verhiltnis ermittelt und darauf geachtet, dass dieses den Faktor 7 moglichst nicht
iberschritt. Dieses war fiir alle analysierten GeneChips® gegeben. Da anhand der Affymetrix
Qualitdts-KontrollmaBe keine Ausreiler unter den GeneChips® ermittelt werden konnten,
wurden alle GeneChips® fiir die weitere Analyse verwendet. Eine weitere Qualititskontrolle
erfolgte mit Hilfe des Programms GeneSpring GX 10.0 der Firma Agilent. Vor der Analyse
der GeneChips® wurde eine Normalisierung nach der GCRMA Methode (Wu Z et al. 2004)
durchgefiihrt. Die Expressionswerte aller Gene, fiir jeden Chip, nach der Normalisierung sind
in Abbildung 12 A dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich die Boxplots, welche eine sehr
geringe Interquartildifferenz aufweisen, um den Wert Null zentriert haben. Dies zeigt, dass

die Normalisierung, sowohl innerhalb eines jeden Chips, als auch zwischen den ver-
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schiedenen Chips, erfolgreich durchgefiihrt wurde. Die Chips zeigen ein einheitliches und
somit vergleichbares Expressionsprofil.

Zur Uberpriifung der Ahnlichkeit der verschiedenen GeneChips®, wurde ein Korrelations-
Plot angefertigt (Abb. 12 B). Dabei sind die errechneten Korrelationskoeffizienten fiir jedes
GeneChip®-Paar als Heatmap dargestellt. Anhand des angegebenen Farbcodes kann man den
Korrelationskoeffizienten ablesen. Innerhalb des Korrelationsplots ist bereits eine Identi-
fizierung bestimmter Muster und Strukturen zwischen verschiedenen Mikroarrays moglich.
So ist zu erkennen, dass auf Grund des niedrigeren Korrelationskoeffizienten (rdtliche
Férbung), die invasiv duktalen Karzinome (IDC) in verminderter Intensitét mit den restlichen
Proben korrelieren. Allerdings korrelieren die IDC untereinander sehr gut, was zeigt, dass sie
untereinander sehr gut vergleichbar sind. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Negativ-
kontrollen sehr gut miteinander korrelieren, jedoch mit den Proben der verschiedenen Monate
in geringerem Male korrelieren. Die geringste Korrelation ist zwischen den Kontrollen und
den invasiven Tumoren auszumachen. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin,
dass in den IDC eine Vielzahl der Gene eine verdnderte Expression zeigen. AuBerdem ist zu
erkennen, dass diese Verdnderung in den WAP-TNP8 Méusen schon zu einem sehr frithen
Zeitpunkt eintritt.

Der PCA-Plot (Abb. 12 C) zeigt die Daten als Punktwolke in einem n-dimensionalen Raum.
Dabei steht jeder Punkt fiir einen GeneChip®. Die Punkte sind, entsprechend der Gruppen,
gefarbt und ihre GroBe soll die Lage im Raum verdeutlichen. Wie zu erwarten war, liegen die
Mikroarrays einer Gruppe aufgrund ihrer Ahnlichkeit niher beieinander, als Mikroarrays
verschiedener Gruppen. Dies ist besonders gut an den invasiven Tumoren zu erkennen. Die
Balb/C Maiuse liegen ebenfalls deutlich separiert. Insgesamt ist zu erkennen, dass alle
GeneChips® einer Gruppe verhidltnismiBig dicht beieinander liegen und somit untereinander
gut vergleichbar sind.

Abbildung 12 D zeigt ein Unsupervised Hierarchical Clustering. Unsupervised bedeutet, dass
fiir das Clustern alle Gene, ohne vorherige Selektion, verwendet wurden. Das dargestellte
hierarchische Clustering (Dendrogramm) spaltet sich primér in zwei Arme auf, wobei der eine
Arm die invasiven Tumore (IDC) enthélt, der andere die iibrigen Proben. Dies bestitigt, die
schon bei der Analyse des Korrelationsplots angestellte Vermutung, dass in den IDCs die
Expression vieler Gene stark verdndert ist. Innerhalb des Dendrogramm-Armes, welcher die
Kontrollen und die Proben der verschiedenen Monate enthilt, gibt es eine weitere Auf-

spaltung in zwei groe Unterarme.
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Der erste dieser Unterarme umfasst 9 der 10 Negativkontrollen sowie zwei Proben der
2 Monats-Gruppe und je eine Probe der Monate 3 und 5. Dabei bilden die zuletzt genannten
Proben zusammen mit einer Kontrollprobe, erneut einen neuen Unterarm. Dadurch entsteht
ein zweiter Unterarm, welcher ausschlieBlich Proben der Kontrollgruppen enthélt. Dies zeigt,
dass sich die Kontrollen hinsichtlich ihrer Expression stark dhneln.

Der zweite grole Unterarm enthélt den iiberwiegenden Teil der Proben der verschiedenen
Monate. Hierbei ist zu erkennen, dass die Proben einer Gruppe partiell zusammen clustern.
Dies ist besonders gut im Fall der 1 und 3 Monats-Gruppen zu beobachten. Dies impliziert,
dass sich die Expression schrittweise verdndert und dass die Proben einer Gruppe eine

dhnliche Expression aufweisen.
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Abb. 12: Qualititskontrolle der Mouse Genome 430 2.0 GeneChips®. A: Boxplots fiir die nach der
Normalisierung erhaltenen Expressionsdaten. Fiir jeden Mikroarray ist ein Boxplot abgebildet, welcher
simtliche Gene des GeneChips® umfasst. Die hellblauen Striche markieren Gene (Ausreifler), welche
mehr als das 1,5-fache oberhalb bzw. unterhalb der Quartile des Boxplots liegen. B: Korrelations-Plot in
Form einer Heatmap. Jeder Chip ist gegen alle anderen und sich selbst aufgetragen. Die Farbe jedes
Quadrates der Heatmap ergibt sich aus dem Korrelationskoeffizienten des jeweiligen GeneChip®-Paars.
Zur Unterscheidung der verschiedenen Gruppen wurde jeder Gruppe eine spezifische Farbe zugeteilt
(siehe B). C: PCA-Plot. Jeder Punkt stellt einen Chip dar. Die Chips jeder untersuchten Maus-Gruppe
haben dieselbe Farbe. D: Unsupervised Hierarchical Clustering. Die Gruppen sind anhand des in
Abbildung B und C bereits verwendeten Farbschemas zu erkennen.
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3. 2. 2. Statistische Analyse zur Identifikation von DCIS-Markern

Um Gene zu identifizieren, die bereits sehr friih auf die Entstehung und Progression eines
DCIS hinweisen, wurden Proben von WAP-TNP8 Maéusen kurz nach der Laktation (Monat
2-3) mit den Kontrolltieren verglichen. Aulerdem wurden Proben von invasiven duktalen
Karzinomen (IDC), ebenfalls mit den Negativkontrollen verglichen. Diese Analyse wurde mit
Hilfe des Welch-Tests unter Einbeziehung der Benjamini-Hochberg False Discovery Rate
(FDR) durchgefiihrt. Es wurden ausschlieBlich Gene beriicksichtigt, deren Fold Change iiber
5 lag und deren p-Wert kleiner 0,01 war. Die Ergebnisse des Welch-Tests wurden in einem
Volcano-Plot visualisiert. Gene, die die festgelegten Kriterien erfiillten, wurden als griine
Punkte dargestellt.

Abbildung 13 A zeigt zum einen, den Volcano-Plot fiir den Vergleich gesunde Kontrollen,
gegen die Monate 2-3, zum anderen den Vergleich gesunde Kontrollen gegen invasive
Karzinome (IDC). Der Vergleich der Kontrollen mit den Monaten 2-3 zielt darauf ab, Gene
zu identifizieren, die schon vergleichsweise frith im Entstehungsprozess des DCIS verstirkt
exprimiert werden. An den griin markierten Prob Sets ist zu erkennen, dass sich relativ
wenige Probe Sets zwischen den beiden Gruppen unterscheiden. Insgesamt konnten 230
Probe Sets identifiziert werden, die bei einem festgelegten p-Wert von kleiner 0,01 und einem
Fold Change iiber fiinf eine verdnderte Expression zeigen. Dabei lag die Mehrheit der Punkte
auf der linken Seite des Diagramms, was bedeutet, dass die Mehrheit der verdndert
exprimierten Gene eine erhohte Expression aufwiesen. Der Vergleich, gesunde Kontrollen
gegen IDC, zeigte deutlich mehr verdnderte Probe Sets. Insgesamt wurden unter Verwendung
derselben Kriterien (p-Wert 0,01, FC > 5) 2398 verdndert exprimierte Probe Sets identifiziert.
Durch Verwendung eines Venn-Diagramms wurden anschlieBend Probe Sets identifiziert,
welche in beiden Vergleichen auftraten. Diese Probe Sets sind somit tumorspezifisch und fiir
die friihe Entdeckung von DCIS geeignet. Insgesamt waren 173 Probe Sets in beiden Listen
vertreten (Anhang, Tab. 15). Diese 173 Probe Sets reprasentieren 140 Gene, welche
potenzielle DCIS-Marker darstellen.

Mit Hilfe der identifizierten 173 Probe Sets wurde anschlieBend ein Supervised Hierarchical
Clustering durchgefiihrt (Abb. 13 B). Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass die beiden
Negativkontrollen separiert clustern, sie unterscheiden sich, beziiglich der Expression dieser
140 Gene, stark von den anderen Proben. Da die Lange des Dendrogramm-Armes zwischen
den Negativkontrollen sehr kurz ist und sich diese sogar teilweise mischen, ist festzustellen,

dass sich die beiden Gruppen in ihrer Expression, bezogen auf die ausgewédhlten 173 Probe
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Sets, stark gleichen. Die Expression der ausgewidhlten 173 Probe Sets ist in den
Kontrollgruppen verringert. Die Dendrogramm-Armlinge zwischen dem Kontrollarm und
dem Arm der malignen und prdmalignen Proben ist sehr lang. Dies unterstreicht die
Annahme, dass die pramalignen Gewebe bereits eine deutlich verdnderte Expression besitzen
und cher den IDC &dhneln. Innerhalb des prd-/malignen Arms, gibt es wiederum eine
Aufspaltung in 2 Unterarme. Dabei enthilt der eine Unterarm die IDCs und einen GroBteil der
Proben der Monate 3-5, der andere die Proben der Monate 1-2 sowie einige Proben der
Monate 3-4. Der Unterarm, welcher die IDC und einige 3, 4 und 5 Monatsproben enthilt,
unterteilt sich wiederum in einem Arm, welcher ausschlie8lich die invasiv, duktalen
Karzinome enthdlt und einen zweiten, welcher die verschiedenen Proben der Monate 3-5
aufweist. Das Expressionsmuster dieses gesamten Unterarms sieht jedoch sehr einheitlich aus.
Die Mehrheit der Probe Sets ist hochreguliert, wobei die Expression bei den invasiven
Karzinomen etwas stirker ist, als bei den Proben der Monate 3-5. Der Unterarm, welcher die
Proben der Monate 1 und 2 sowie einige der folgenden Monate enthélt, zeigt eine starke
Durchmischung der Proben und eine weniger starke Verdnderung im Expressionsprofil.

Betrachtet man zusammenfassend die Regulierung der Probe Sets insgesamt, erkennt man,
dass Probe Sets, welche in den Tumoren eine verstirkte Expression zeigen, auch in den
Monaten 3-5 eine deutliche Uberexpression aufweisen. Hingegen zeigen die Kontrollen eine

deutlich reduzierte Expression, beziiglich der ausgewihlten Probe Sets.
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Abb. 13: Statistische Analyse der Mouse Genome 430 2.0 GeneChips®. A: Volcano-Plots zeigen die
Ergebnisse der durchgefiihrten Welch-Tests, unter Verwendung der Benjamini-Hochberg False Discovery
Rate. Es wurden zwei Vergleiche durchgefiihrt, gesunde Kontrollen gegen Proben von Miusen der
Monate 2-3 und gesunde Kontrollen gegen invasive Tumore (IDC). Das Ziel war tumorassoziierte friihe
Marker fiir das DCIS zu identifizieren. Der Volcano-Plot zeigt alle Probe Sets entsprechend ihres
p-Wertes und Fold Changes. Dabei zeigt die x-Achse des Volcano-Plots den Fold Change zwischen den
beiden Gruppen an, die y-Achse die p-Werte (griin = p-Wert < 0.01, FC > 5; rot = p-Wert < 0.01, aber FC
> 5; grau = nicht signifikant). Fiir den Vergleich der Monate 2-3 gegen die gesunden Kontrollen wurde
eine Probe Set Liste von 230 ermittelt. Fiir den Vergleich IDC gegen die gesunden Kontrollen erfiillten
2398 Probe Sets die erforderlichen Kriterien. Durch Vergleich beider Listen (Venn-Diagramm) wurde
eine Kandidatenliste von 173 Probe Sets (= 140 Gene) ermittelt. B: Supervised Hierarchical Clustering
unter Verwendung der 173 Probe Set Liste. Die Linge und die Unterteilung der Arme zeigt die
Ahnlichkeit der Proben, bezogen auf die 173 Probe Sets, an. Jede Gruppe besteht aus fiinf Miusen. Die
angegebenen Monate wurden, ab dem ersten Tag der Laktation berechnet (rot steht fiir iiberexprimiert,
griin fiir eine verringerte Expression, schwarz bedeutet keine Verinderung). C: Supervised Hierarchical
Clustering unter Verwendung der ausgewihlten sieben Kandidatengene. Zur Darstellung des
hierarchischen Clusters wurde jeweils das Probe Set mit der am stirksten verinderten Expression
ausgewiihlt.

3.2.2. 1. Funktionelle Einordnung differentiell exprimierter Gene mittels GO-Analyse

Fiir die GO-Analyse wurde wiederum das Programm GeneSpring GX 10.0 verwendet. Hierzu
wurde die aus der statistischen Analyse der murinen GeneChips® erhaltene 173 Probe Set
Liste verwendet. Die GO-Analyse sollte einen besseren Uberblick iiber einen moglichen
funktionellen Zusammenhang der 140 Gene liefern. AuBerdem wurde {tberpriift, ob
bestimmte GO-Kategorien in der identifizierten Genliste signifikant iiberrepriasentiert waren.
Dies geschah, indem die einzelnen GO-Kategorien einer Frequenzanalyse unterzogen wurden.
Insgesamt wurden innerhalb der 173 Probe Set Liste 76, signifikante GO-Kategorien identi-
fiziert. Eine Ubersicht iiber den prozentualen Anteil sowie iiber die korrigierten p-Werte, gibt
Tabelle 16 (Anhang). Abbildung 14 zeigt die GO-Kategorien der drei Bereiche ,,biological
process*, ,,cellular component™ und ,,molecular function®. Der Analyse der GO-Kategorien
fiir den Bereich ,,biological process, wurde die meiste Aufmerksamkeit geschenkt. Hierbei
ist zu erkennen, dass ein groBler Teil der Gene der GO-Kategorie ,,cellular process* ange-
horen. Diese GO-Kategorie enthilt vor allem GO-Kategorien, welche mit der Zellteilung in
Zusammenhang stehen, wie z.B. ,cell division®, ,cell cycle”, ,cell cycle process” und
,chromosome segregation®. Dies sind auch die GO-Kategorien mit den niedrigsten p-Werten.
Dies ist ein wichtiger Hinweis darauf, dass schon zu einem sehr frithen Zeitpunkt in der DCIS
Entstehung Gene, welche mit der Zellteilung im Zusammenhang stehen, von entscheidender
Bedeutung sind. Der Bereich ,,molecular function* beinhaltet die GO-Kategorien ,,motor
activity” und ,,binding*, der Bereich ,,cellular component* die GO-Kategorien ,,cell”, ,cell

part“, ,,organelle”, ,,organelle part“ und ,,macromolecular complex“. Auch bei der Analyse
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der GO-Kategorien des Bereiches ,,cellular component™ fiel auf, dass sehr haufig Bestandteile
des Zytoskeletts signifikant iiberreprasentiert waren, welche ebenfalls fiir die Zellteilung von
Bedeutung sind. Somit 14sst sich sagen, dass die identifizierten Gene, der 173 Probe Set Liste

mehrheitlich mit der Zellteilung assoziiert sind.

biological cellular \
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" 1] —_—
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~ ~cellular wetivity
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Abb. 14: Ergebnisse der GO-Analyse. Die Tortendiagramme zeigen die prozentualen Anteile der
jeweiligen GO-Kategorien. In der oberen Hilfte der Darstellung liegt zentral das Diagramm mit den drei
untersuchten Bereichen. Fiir die Bereiche ,,molecular function* und ,,cellular component*“ wurde jeweils
ein Diagramm dargestellt. Fiir den Bereich ,biological process“ wurde zusitzlich noch die tiefere
Aufgliederung der GO-Kategorie ,,cellular process“ dargestellt.



Ergebnisse - 58-

3. 2.2.2. Selektion von DCIS-Markern

Aus den 140 Kandidatengenen sollten selektiv die vielversprechendsten Gene herausgesucht
werden. Dazu wurde die Expression der einzelnen Gruppen (Gesund, Monatsgruppen, IDCs)
als Boxplots dargestellt. Hierzu wurden die linearisierten Rohexpressionsdaten verwendet.
Von besonderem Interesse waren, wie durch die Analyse der Mikroarrays schon angestrebt,
Gene, welche in den Kontrollgruppen eine deutlich geringere Expression zeigten, als in den
anderen Gruppen. Die Expression der verschiedenen Monate, bis hin zu den invasiven
Tumoren, sollte kontinuierlich ansteigend bzw. rasch ansteigend und dann kontinuierlich hoch
bleibend sein. Zusétzlich sollte die Interquartildifferenz der Boxplots moglichst klein sein und
wenige oder keine AusreiBer und Extremwerte vorliegen. Insgesamt wurden sieben
potenzielle DCIS-Marker identifiziert, deren Expressionsdaten in Abbildung 15 dargestellt
wurden. Bei den identifizierten Genen handelt es sich um: Mucl, Sppl, Exol, Foxml, Rrm2,
Depdcl und Nusapl. In Abb. 15 A wurde die Expression von Mucin 1 (Mucl) dargestellt. Es
ist zu erkennen, dass die Expression von Mucl bereits zwei Monate nach Laktationsbeginn
signifikant erhoht war und das die Expression mit voranschreitender Zeit weiter leicht
zunahm. Dies ist auch anhand der in Tabelle 9 angegebenen Fold Changes zu erkennen. So ist
die Expression nach 2-3 Monaten um das 7,5-fache erhdht, in den invasiven Tumoren um das
10,2-fache. In Abbildung 15 B ist zu sehen, dass die Expression von Osteopontin (Sppl)
ebenfalls bereits in der 2 Monats-Gruppe signifikant erhoht war, jedoch war die Expression in
den IDC um ein vielfaches hoher. Das belegen die in Tabelle 9 angegebenen Fold Changes.
Die Expression von Spp! in der 2-3 Monats-Gruppe war um den Faktor 25,6 erhoht, in den
IDC um den Faktor 142. Die Darstellungen der Expressionswerte von Exol (Exonuklease 1)
(Abb. 15 C) und Foxm1 (forkhead box M1) zeigte ein dhnliches Muster wie das von Spp!. Die
Expression war nach 2-3 Monaten signifikant um das 14,6-fache (Exol) bzw. um das
5,7-fache (Foxml) erhoht, die IDCs weisen eine um 107,5-fach (Exol) bzw. 122,7-fach
(Foxml) erhohte Expression auf (Tab. 9). In Abbildung 15 E sind die Expressionswerte von
Rrm2 (ribonucleotide reductase M2 polypeptide) dargestellt. Die Expression der Proben der
Monate 2-3 war signifikant um das 11,5-fache erhoht, die Expression der invasiven
Karzinome war um den Faktor 39 erhoht (Tab. 9). Die Expression von Depdcl (DEP domain
containing 1) in den verschiedenen Gruppen ist in Abbildung 15 F dargestellt. Es war auch
hier ein deutlicher Anstieg der Expression in der 2 Monats-Gruppe zu sehen (11,5-fach). Die
Expression von Depdcl in den invasiven Karzinomen war auffallig hoch (96,5-fach erhdht).

Abbildung 15 G zeigt den Anstieg der Expression von Nusapl (nucleolar and spindle
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associated protein 1) in den primalignen und malignen Geweben. So war die Expression nach
2-3 Monaten um das 11,6-fache erhoht, in den IDC um das 54,4-fache. Zusammenfassend
zeigen die Abbildungen deutlich, welches Potential die identifizierten Gene haben, da sie alle
bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt, signifikant iiberexprimiert sind. Zu diesem Zeitpunkt
waren histologisch nur wenige DCIS nachweisbar.

Die Expression der sieben Kandidatengene wurden zusitzlich in einem hierarchischen
Clustering (Dendrogramm) dargestellt (Abb. 13 C). Das Dendrogramm spaltet sich deutlich in
zwei Arme auf, wobei der eine Arm die Kontrolltiere enthdlt und der andere Arm die
verbleibenden Proben. Folglich ist es moglich, mit Hilfe dieser sieben Gene, maligne von
gesunden Geweben zu unterscheiden. Der Arm, welcher samtliche malignen und pramalignen
Proben enthilt, ist wiederum in zwei Unterarme aufgespalten. Dabei enthdlt der eine
Unterarm die IDCs und einem Teil der Proben der Monate 3-5, der andere siamtliche Proben
der Monate 1-2 sowie Proben der Monate 3-4. Wie auch in dem hierarchischen Clustering mit
der 173 Probe Set Liste, bilden die IDCs innerhalb des erst genannten Unterarms, eine eigene
Gruppe. Anhand des Farbcodes ist zu erkennen, dass die Expression der sieben Kandidaten-
gene in dem Unterarm, welcher auch die IDCs enthilt, stark erhoht ist. Der Unterarm, welcher
die Proben der Monate 1 und 2 sowie einige Proben der folgenden Monate enthilt, zeigt eine
leichte Durchmischung der Proben, wobei hidufig Proben des gleichen Monats zusammen
clustern. Die Expression ist in diesem Unterarm geringer, als in dem Arm der IDCs. Die
Expression der Kandidatengene in den Kontrollgruppen ist stark herabgesetzt. Insgesamt ist
zu erkennen, dass sich die beiden hierarchischen Clusterings (Abb. 13 B + C) sehr dhneln.
Dies zeigt, dass die ausgewéhlten sieben Gene ebenso gut zwischen den gesunden und den

malignen Proben unterscheiden, wie die 140 Gene der 173 Probe Set Liste.
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Abb. 15: Grafische Darstellung der Mikroarraydaten
der murinen Proben fiir die sieben Kandidatengene.

Die Genexpression wurde mit Hilfe von Box-Whisker-
Plots grafisch dargestellt. Dazu wurden die lineari-
sierten Rohexpressionsdaten verwendet. Die grauen
Flichen markieren den Bereich in dem 50 % der
Messwerte liegen. Der Median wird durch einen Strich
markiert. Kreise markieren Ausreifler. Signifikanz
wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet (p-
Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **; p-Wert < 0,001 =
*%¥), Die angegebenen Monate beziehen sich jeweils
auf den Zeitpunkt ab Laktation. Gesunde Proben sind
von WAP-TNP8 Miusen ohne Laktation. IDC =

invasive ductal carcinoma.

A: Mucl;

B: Sppl;

C: Exol; D: Foxml; E: Rrm2 ; F: Depdcl; G: Nusapl.
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Tab. 9: p-Werte und Fold Change der sieben Kandidatengene in den Mouse Genome 430 2.0
GeneChips®. Wenn fiir ein Gen mehrere Probe Sets vorhanden waren, wurde ausschlieilich das Probe
Set mit der am stirksten verinderten Expression aufgelistet. Der korrigierte p-Wert ergibt sich nach der
Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.

Gen Probe Set ID p-Wert Korr. p-Wert | Fold Change
= | Nusapl 1416309 at 4,4x10™ 2,4x10™ 11,6
: Exol 1418026 at 9,6x10™ 2,4x10™ 14,6
& | Depdcla 1424292 at 2,9x10" 4,4x10™ 11,5
= | Rrm2 1434437 x at 1,810 1,4x10" 11,5
% Mucl 1449199 at 2,1x10" 1,2x10™ 7,5
*E Sppl 1449254 at 3,4x10 5,9x10" 25,6
2 | Foxmi 1453107 s at 2,1x10" 6,3x10™ 57
© | Nusapl 1416309 _at 8,8x10" 3,7x10°% 54,4
N 5o 1418026 at 1,3x10™"° 1,1x10" 107,5
4 Depdcla 1424292 at 1,1x10™"° 1,0x10"" 96,5
S |Rrm2 1434437 x_at 3,8x10" 2,0x10% 39,0
g Mucl 1449199 at 7,2x10° 1,1x10™ 10,2
g |Spp! 1449254 at 1,6x10% 5,710 141,8
= Foxml 1453107 s _at 1,3x10" 8,4x10"" 122,7

Tabelle 10 zeigt die GO-Kategorien fiir die sieben ausgewéhlten Kandidatengene. Einige der
identifizierten Kandidatengene sind im Zellkern lokalisiert (Mucl, Foxml, Exol, Depdcl,
Nusapl), andere befinden sich extrazellular (Sppl, Mucl) oder im Zytoplasma (Mucl, Rrm2,
Nusapl). Fir manche der sieben Gene sind auch mehrere Lokalisationen angegeben (Mucl,
Nusapl). Betrachtet man die Funktionen sowie die biologischen Prozesse, an denen die Gene
beteiligt sind, zeigt sich ein sehr heterogenes Bild. Grob zusammengefasst kann man sagen,
dass Rrm2, Foxml und Nusapl an der Zellteilung beteiligt sind, wohingegen Mucl und Spp1
in der Hormon- bzw. der Knochenbildung aktiv sind. Depdcl wird mit Signalkaskaden in

Verbindung gebracht.
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Tab. 10: Uberblick iiber die GO-Kategorien der sieben Kandidatengene. Die GO-Kategorien ,,biological
process* und ,,molecular function“ wurden in einer Spalte zusammengefasst.

Symbol

Name

Go terms: biological process &

molecular function

GO terms: cellular

component

Mucl

mucin 1, cell surface
associated

hormone activity

extracellular region,
nucleus, cytoplasm,
integral to
membrane

Sppl

secreted phosphoprotein 1

ossification, cell adhesion;
cytokine activity, protein binding

extracellular region

Rrm?2

ribonucleotide reductase
M2 polypeptide

DNA replication,
deoxyribonucleoside diphosphate
metabolic process, oxidation
reduction; ribonucleoside-
diphosphate reductase activity,
iron ion binding, protein binding,
oxidoreductase activity

cytoplasm, cytosol

Foxml

forkhead box M1

regulation of transcription, DNA-
dependent, vasculogenesis,
positive regulation of cell
proliferation; DNA binding,
transcription factor activity,
protein binding

nucleus

Exol

exonuclease 1

DNA repair, mismatch repair,
DNA recombination, immune
response, meiosis; DNA binding,
catalytic activity, exonuclease
activity, endonuclease activity,
ribonuclease H activity, protein
binding, hydrolase activity

nucleus

Depdcl

DEP domain containing 1

signal transduction, intracellular
signaling cascade; GTPase
activator activity

intracellular, nucleus

Nusapl

nucleolar and spindle
associated protein 1

mitotic sister chromatid
segregation, cell cycle, mitosis,
establishment of mitotic spindle
localization, cell division; DNA
binding, microtubule binding

nucleus, cytoplasm,
microtubule
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3. 2. 3. Validierung der murinen GeneChip® Ergebnisse mittels qRT-PCR

Zur Validierung der in den Mikroarray Experimenten gefundenen Ergebnisse, wurde die
Expression der sieben Kandidatengene mittels quantitativer RT-PCR (TaqMan) untersucht.
Zur Veranschaulichung der Expression der sieben Gene in den verschiedenen Gruppen
(Gesund, unterschiedliche Zeitpunkte und ICD), wurde diese grafisch dargestellt (Abb. 16).
Die relative Expression wurde mit Hilfe der AACt Methode berechnet und ist auf der y-Achse
aufgetragen. Bei der Expression von Mucl (Abb. 16 A) ist zu erkennen, dass nach 3 Monaten
eine signifikant erhohte Expression vorliegt, diese steigt bis zum Monat 5 kontinuierlich an
und fallt in den IDC wieder auf das Expressionsniveau der 2 Monats-Gruppe. Die Fold
Changes entsprechen denen der Mikroarray Ergebnisse und sind in Tabelle 11 angegeben.
Das mittels qRT-PCR erhaltene Expressionsprofil fiir Spp/ ist mit dem der Mikroarrays
identisch (Abb. 16 B), auch die Fold Changes sind vergleichbar (Tab. 11). Die fiir das Gen
Exol ermittelten Werte dhneln stark denen der Mikroarray Analyse (Abb. 16 C), wobei die
sich ergebenden Fold Changes mit einer 37-fachen Erh6hung in der Gruppe 2-3 Monate und
einer 276,5-fachen Erhohung in den IDC, je im Vergleich zu den Negativkontrollen, deutlich
hoher sind. Foxml zeigt in der qRT-PCR einen nicht so kréftigen Anstieg, wie in der
Mikroarray Analyse zu beobachten war (Abb. 16 D). Jedoch ist die Expression nach 2-3
Monaten signifikant erhoht. Die Expression von Rrm2 (Abb. 16 E) steigt in den mittels
qRT-PCR ermittelten Werten ebenfalls etwas geringer an, als in den mittels Mikroarray
ermittelten Werten. Dennoch war die Expression nach 2 Monaten signifikant um das
4,6-fache erhoht. Fiir das Gen Depdcl wurde in der qRT-PCR ein stérkerer Anstieg der
Expression ermittelt, als in der Analyse der Mikroarrays (Abb. 16 F). So ist die Expression im
Vergleich zu den Kontrollen in der 2-3 Monats Gruppe, bereits um das 21,3-fache erhoht, in
den invasiven Karzinomen ist die Expression sogar um das 292,7-fache erhoht (Tab. 11).
Auch die fir Nusapl ermittelten Werte libersteigen die Expressionswerte der Mikroarray
Analyse (Abb. 16 G). In der Gruppe der Proben der Monate 2-3 ist die Expression identisch
mit den Werten der Mikroarray Analyse, wobei aber die in den IDCs ermittelte Expression in
der qRT-PCR eine 159-fache Erhohung zeigte. Zusammenfassend kann man sagen, dass die
durch die quantitative RT-PCR ermittelten Expressionswerte die mittels GeneChip®-Analyse

gefundenen Ergebnisse widerspiegeln.
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Abb. 16: Validierung der murinen Mikroarray Ergeb-

nisse mittels quantitativer RT-PCR.

Die relative Genexpression, ermittelt mit der AACt
Methode, wurde mit Hilfe von Box-Whisker-Plots
grafisch dargestellt. Die grauen Flichen markieren den
Bereich, in dem 50 % der Messwerte liegen. Der
Median wird durch einen Strich markiert. Kreise
markieren Ausreifler. Signifikanz wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test berechnet (p-Wert < 0,05 = *;
p-Wert < 0,01 = **; p-Wert < 0,001 = ***), Die ange-
gebenen Monate beziehen sich auf den Zeitpunkt ab

Laktation. Gesunde Proben sind
Maiusen ohne Laktation; IDC =

von WAP-TNPS8
invasive ductal

carcinoma. A: Mucl; B: Sppl; C: Exol; D: Foxml; E:

Rrm?2 ; F: Depdcl; G: Nusapl.
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Tab. 11: p-Werte und Fold Changes der Tagman Untersuchung der murinen Proben. Der p-Wert gibt die
statistische Signifikanz des durchgefiihrten Vergleichs (t-Test) an. Der Fold Change steht fiir die x-fache
Veridnderung der Genexpression zwischen den verglichenen Gruppen.

Gen p-Wert Fold Change
= | Mucl 1,5x10™ 6,0
en -03
v | Sppl 2,6x10 18,5
o} -05
g |Rrm2 3,0x10 4,6
g | Foxml 3,3x10™ 2,3
§ Exol 3,2x10 37,1
*g Depdcl 2,8x10" 21,3
| Nusapl 3,5x10 11,6
O | Mucl 1,5x10™ 57
8 | syl 2,4x10" 122,8
> |Rrm2 3,0x10™"° 15,2
S | Foxm! 6,0x10 9,5
£ | Exol 6,6x10™" 276,5
E Depdel 3,8x10° 292.7
Nusapl 1,2x10™ 159,0

3. 3. Genexpressionsanalyse der humanen Proben

Der zweite Teil des Projektes bestand in der Analyse humaner Gewebe. Hierbei wurden mit
Hilfe von Affymetrix U133 Plus 2.0 Mikroarrays neun DCIS, fiinf invasiv duktale Tumore

und fiinf Proben gesundes Brustgewebe untersucht.

3. 3. 1. Qualitiatskontrolle der Human Genome U133 Plus 2.0 GeneChips®

Die Qualitdtskontrollen wurden analog der Analyse der murinen GeneChips® durchgefiihrt.
Die Affymetrix Qualitits-Kontrollmafle sind im Anhang in Tabelle 17 aufgefiihrt. Der
Background betrug bei allen humanen GeneChips® etwas 50. Dies entspricht den von
Affymetrix angegebenen Vorgaben, ferner waren die Werte sehr einheitlich. Auch RawQ und
der Scaling Factor lagen im vorgegebenen Bereich. Die fiir die internen Kontrollen 4AC7B und
GAPDH ermittelten 3’- zu 5’-Verhiltnisse lagen zum groflen Teil, wie angegeben, unter drei.

Allerdings war bei einigen GeneChips® fiir ACTB dieser Wert leicht erhdht und zeigte Werte
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zwischen 4 und 6. Die weiteren Qualititskontrollen erfolgten wiederum mit Hilfe des
Programms GeneSpring GX 10.0 der Firma Agilent.

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der mittels der Software GeneSpring GX 10.0 durchge-
fiihrten Qualitdtskontrolle dargestellt. Zuerst wurde iiberpriift, ob die Normalisierung die
Daten entsprechend vereinheitlicht hat. Dazu wurden Boxplots aller humanen GeneChips®
mit der Expression aller Gene dargestellt (Abb. 17 A). Es ist zu erkennen, dass die Boxplots
sehr uniform sind und eine sehr geringe Interquartildifferenz aufweisen. Dies bedeutet, dass
die Normalisierung erfolgreich war und die Mikroarray miteinander verglichen werden
konnen.

Der Korrelationplot (Abb. 17 B) zeigt die fiir jedes GeneChip®-Paar errechneten
Korrelationskoeffizienten als Heatmap. Anhand des angegebenen Farbcodes kann man den
Korrelationskoeffizienten ablesen. Hierbei ist zu erkennen, dass die gesunden Proben minimal
mit den DCIS und den invasiven Tumoren korrelieren (niedrigerer Korrelationskoeffizient),
sie korrelieren aber sehr gut untereinander (hoher Korrelationskoeffizient). Somit kann man
sagen, dass die gesunden Proben sich in ihrer Expression stark dhneln. Da die Korrelation der
gesunden Proben mit den DCIS Proben relativ schwach ist, 14sst sich daraus schlieen, dass
die DCIS in ihrer Expression eher den IDC &hneln, als den gesunden Geweben. Dies wird
durch die vergleichsweise hohen Korrelationskoeffizienten zwischen den DCIS und den IDC
bestarkt.

Im PCA-Plot (Abb. 17 C) liegen die einzelnen Gruppen deutlich voneinander separiert, dies
entspricht der Erwartung dieser Analyse. So liegen Chips mit einer dhnlichen Expression in
rdumlicher Ndhe zueinander, wohingegen Chips mit unterschiedlicher Expression eher von-
einander entfernt liegen. Abbildung 17 D zeigt das Unsupervised Hierarchical Clustering der
humanen GeneChips®. Dabei spaltet sich das Dendrogramm in zwei Arme auf. Der eine Arm
enthdlt, mit einer Ausnahme, alle gesunden Proben, wohingegen der zweite Arm die malignen
Proben umfasst. Dieser Arm spaltet sich sogleich in zwei Unterarme auf, wobei einer
samtliche invasiven Proben sowie vier DCIS Proben enthilt, der andere enthélt die restlichen

fiinf DCIS Proben sowie eine gesunde Kontrolle.
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Abb. 17: Qualititskontrolle der Human Genome U133 Plus 2.0 GeneChips®. A: Expressionswerte nach
Normalisierung. Die Expressionswerte simtliche Gene aller Mikroarrays sind in Form eines Boxplots
abgebildet. In hellblau sind Gene dargestellt, diec mehr als das 1,5-fache oberhalb bzw. unterhalb der
Quartile des Boxplots liegen (sog. Ausreifier). B: Korrelations-Plot in Form einer Heatmap. Jeder Chip ist
gegen alle anderen und sich selbst aufgetragen. Die Farben ergeben sich aus dem Korrelations-
koeffizienten des jeweiligen GeneChip®-Paars. Der entsprechende Korrelationskoeffizient ist am darge-
stellten Farbbereich abzulesen. C: PCA-Plot. Die GeneChip® liegen entsprechend ihrer Expression in
einem n-dimensionalen Raum. Die Chips jeder untersuchten Gruppe von Proben (Gesund, DCIS, IDC)
haben dieselbe Farbe. D: Unsupervised Hierarchical Clustering der humanen U133 Plus 2.0 Chips.
Farbschema der untersuchten Gruppen wie in den Abbildungen B und C.
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3. 3. 2. Statistische Analyse der Human Genome U133 Plus 2.0 GeneChips®

Zur Uberpriifung der im Mausmodel identifizierten potentiellen DCIS-Marker, wurden diese
in den humanen Proben ndher betrachtet. Abbildung 18 A zeigt einen Volcano-Plot fiir den
Vergleich gesunde Gewebe gegen DCIS. Alle rot markierten Punkte sind signifikant ver-
andert und haben einen Fold Change von mindestens 1,5. Die griin markierten Punkte sind die
im Mausmodell identifizierten potentiellen DCIS-Marker. Der Volcano-Plot zeigt deutlich,
dass die identifizierten DCIS-Marker in den humanen DCIS Proben, eine signifikant erhdhte
Expression aufweisen.

Zusétzlich wurde mit den sieben DCIS-Markern ein Supervised Hierarchical Clustering
durchgefiihrt (Abb. 18 B). Hierbei ist zu erkennen, dass mit Hilfe der identifizierten DCIS-
Marker, eine deutliche Unterscheidung zwischen gesundem Gewebe und malignem Gewebe
moglich ist. Die gesunden Gewebe bilden einen separaten Arm im Dendrogramm. Die Lange
des Abstandes zum Knotenpunkt dieses Arms ist sehr lang, was anzeigt, dass die gesunden
Gewebe sich deutlich von den malignen Geweben unterscheiden. Der zweite Arm des
Dendrogramms spaltet sich in eine groere Gruppe auf, welche beinahe alle malignen
Gewebe enthilt und in eine kleinere Gruppe, welche nur zwei DCIS Proben enthilt. Weshalb
diese beiden DCIS Proben ein leicht abweichendes Expressionsprofil zeigen, konnte nicht
ermittelt werden. Da sie aber im ,,malignen Arm* clustern, ist dies durchaus vertretbar. In der
groBBen Gruppe, welche die Mehrheit der malignen Gewebe beinhaltet, mischen sich die IDC
und die DCIS Proben. Auch anhand des Farbcodes ist zu sehen, dass die Expression der
malignen Gewebe, bezogen auf die identifizierten DCIS-Marker, relativ einheitlich ist.

Die Expression der sieben DCIS-Marker in den drei Gruppen (gesund, DCIS, IDC) wurde
aullerdem anhand von Boxplots dargestellt (Abb. 19). Es wurden die linearisierten Roh-
expressionsdaten abgebildet. Die Expression der sieben Marker ist in allen DCIS Proben
sowie in allen invasiven Karzinomen signifikant erhoht. Die Expression der sieben DCIS-
Marker in den gesunden Proben ist deutlich geringer. AuBBerdem zeigen die gesunden Proben
ein sehr einheitliches Expressionsprofil, welches an der geringen Interquartildifferenz der
Boxplots zu erkennen ist. Dies stimmt mit der bereits im Korrelations-Plots festgestellten
starken Korrelation der gesunden Proben iiberein. Bei der Expression fiir das Gen MUC! ist
zu erkennen, dass die Expression in den DCIS Proben sogar die der invasiven Karzinome
tibertrifft, jedoch ist MUCI in beiden Gruppen mit einem Fold Change von 39,7 bzw. 22,7
stark liberexprimiert (Abb. 19 A). Bei den iibrigen sechs Genen ist die Expression in den
DCIS Proben entweder geringer oder gleich der der invasiven Karzinome (Abb. 19 B - G).
Die p-Werte sowie die Fold Changes sind in Tabelle 12 angegeben.
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Abb. 18: Statistische Auswertung der Mikroarrays der humanen Proben. A: Grafische Darstellung eines
t-Tests (Volcano-Plot), wobei die DCIS Proben mit den gesunden Geweben verglichen wurden. Im
Volcano-Plot werden die Probe Sets nach ihrem jeweiligen p-Wert und ihrem Fold Change grafisch
dargestellt, graue Punkte zeigen nicht signifikante Probe Sets, rot Punkte sind signifikante Probe Sets, in
griin sind die ausgewihlten Kandidatengene markiert. B: Hierarchisches Clustering unter Verwendung
der sieben identifizierten DCIS-Marker (Supervised). Im hierarchischen Cluster steht jede Reihe fiir ein
Gen und jede Spalte fiir eine Gewebeprobe. Mittels der identifizierten DCIS-Marker konnen gesunde von
malignen Proben unterschieden werden. Rot, erhohte Expression; Griin, verringerte Expression;
Schwarz, unverindert.
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Abb. 19: Grafische Darstellung der humanen Mikro-
arraydaten der sieben Kandidatengene.

Die Genexpression wurde mit Hilfe von Box-Whisker-
Plots grafisch dargestellt. Dazu wurden die
linearisierten Rohexpressionsdaten verwendet. Die
grauen Flichen markieren den Bereich, in dem 50%
der Messwerte liegen. Der Median wird durch einen
Strich markiert. Kreise markieren Ausreifler.
Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
berechnet (p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **;
p-Wert < 0,001 = ***), Die angegebenen Monate
beziehen sich jeweils auf den Zeitpunkt ab Laktation.
Gesunde Proben sind von WAP-TNP8 Miiusen ohne
Laktation. IDC = invasive ductal carcinoma. A: Mucl;
B: Sppl; C: Exol; D: Foxml; E: Rrm2; F: Depdcl; G:
Nusanl.
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Tab. 12: p-Werte und Fold Change der sieben DCIS-Marker in den Human Genome U133 Plus 2.0
GeneChips®. Wenn fiir ein Gen mehrere Probe Sets vorhanden waren, wurde ausschlieilich das Probe
Set mit der am stirksten verinderten Expression aufgelistet. Der korrigierte p-Wert ergibt sich nach der
Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.

Gen Probe Set ID p-Wert Korr. p-Wert | Fold Change

" FOXM1 202580 x at 8,6x10™ 2.2x107% 5,5
O | EXO1 204603 at 1,1x10™ 2,5x10” 4,0
a MUCI 207847 s at 8,0x10™" 2,1x10™" 39,7
_; RRM?2 209773 s at 6,7x10™"’ 7,2x10™ 103,4
E SPPI 209875 s at 3,3x10™ 1,3x10° 41,6
O | NUSAPI 218039 at 1,0x10* 7,0x10* 25,6

DEPDCI 222958 s at 1,2x10°% 2,7x107% 6,0

FOXM1 202580 x at 4,1x10™ 2,2x10 13,3
8 EXO1 204603 at 1,8x10°% 4,5x10% 6,9
% | MUCI 207847 s at 2,6x10 5,4x10™" 22,7
>
° RRM?2 209773 s at 2,3x10™" 1,2x10° 168,1
= | SPPI 209875 s at 1,1x10™ 1,1x10" 40,5
%)
O | NUSAPI 218039 at 5,0x10™ 2,4x10% 33,0

DEPDCI 222958 s at 1,3x10" 1,2x10 10,8

3. 3. 3. Validierung der humanen Mikroarraydaten Ergebnisse mittels qRT-PCR

Auch bei den humanen Proben wurde die Expression der sieben DCIS-Marker mit Hilfe einer
quantitativen RT-PCR validiert. Hierbei ist zu erkennen, dass die Expression der sieben
DCIS-Marker in der qRT-PCR den Expressionsdaten der Mikroarrays entspricht. Fiir alle
Gene konnte die Expression in den verschiedenen Gruppen erfolgreich validiert werden.

Die Expression der sieben Marker ist in allen malignen Geweben signifikant erhdht. Wobei in
den DCIS Proben die Expression der untersuchten Marker in allen Féllen einen p-Wert von
0,01 unterschreitet (Tab. 13). In den gesunden Proben zeigt sich, wie schon im Mikroarray,
dass die Expression der sieben DCIS-Marker sehr niedrig ist. Auch die Expression von MUC!
zeigt das gleiche Profil, welches schon in den Mikroarrays beobachtet wurde (Abb. 20 A). So
ist die Expression von MUC! in den DCIS Proben hoher als in den invasiven Karzinomen.
Die Gene EXOI, FOXM1 und DEPDCI zeigen einen kontinuierlichen Anstieg der Expression
von den DCIS Proben zu den invasiven Karzinomen (Abb. 20 C, D, F). Bei den Genen SPPI,
RRM?2 und NUSAPI steigt die Expression in den DCIS Proben bereits auf etwa das
Expressionsniveau der IDCs an (Abb. 20 B, E, G). Die entsprechenden p-Werte sowie die
Fold Changes der quantitativen RT-PCR, sind in Tabelle 13 angegeben.



Ergebnisse

-72-

A

Expression

30 |

20 |

*%k

etk

L

¥

&
S&
)
GG

Expression

50

40

30

20

10

)
00

*%

©

*%

g

>
N
=)
00

Expression

80+

60

40

204

©
00

©

—_——

R
OF
=)
G@l

Expression

60

50+

401

30+

20+

104

0

OQ

B Expression ek
25 4 ' IOIT

20
*k

151

g o \00

D Expression x

140

120 o
100
80
60
40
20

F Expression
60 i i

*
*

50
ek

40 1
304
20
104

S
6@9&\6 00\% \00

*%

*%k

Abb. 20: Grafische Darstellung der TaqMan-PCR
Ergebnisse der humanen Proben.

Die relative Genexpression, ermittelt mit der AACt
Methode, wurde mit Hilfe von Box-Whisker-Plots
grafisch dargestellt. Die grauen Flichen markieren den
Bereich, in dem 50% der Messwerte liegen. Der
Median wird durch einen Strich markiert. Kreise
markieren Ausreifler. Signifikanz wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test berechnet (p-Wert < 0,05 = *;
p-Wert < 0,01 = **; p -Wert < 0,001 = ***), Die ange-
gebenen Monate beziehen sich auf den Zeitpunkt ab
Laktation. Gesunde Proben sind von WAP-TNPS8
Maiusen ohne Laktation; IDC = invasive ductal
carcinoma. A: Mucl; B: Sppl; C: Exol; D: Foxml; E:
Rrm2; F: Depdcl; G: Nusapl.
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Tab. 13: p-Werte und Fold Changes der TagMan Untersuchung der humanen Proben. Der p-Wert gibt
die statistische Signifikanz des durchgefiihrten Vergleichs (t-Test) an. Der Fold Change steht fiir die
x-fache Verinderung der Genexpression zwischen den verglichenen Gruppen.

Gen p-Wert Fold Change

- MUCI 1,7x10°% 13,9
o |SPPI 5,6x10 16,8
j RRM? 1,7x10™ 355
= | FoxMmI 6,5x10™ 16,9
§ EXOI 52x10 22,0
O |DEPDCI 5,0x10” 6,8

NUSAPI 2,710 25,0

MUCI 2,8x10™" 11,3
8 SPPI 1,4x10™° 14,4
| RRM2 4,0x10 39,5
>
T FOXM]I 2.2x10% 29,9
2 |EX0I 5,5x10™ 25,6
%]
QO |DEPDCI 9,9x10™ 12,4

NUSAPI 1,9x10% 21,4

3. 3. 4. Analyse der Proteinexpression der identifizierten DCIS-Marker

Um die Expression der identifizierten DCIS-Marker auch in vivo auf zelluldrer Ebene niher
zu untersuchen, wurden immunhistochemische Farbungen mit Hilfe spezifischer Antikorper
durchgefiihrt. Dazu wurde eine von den bisher verwendeten Proben, unabhingige Gruppe
humaner Gewebe, verwendet. Fiir jedes Protein wurde eine Serie von fiinf Farbungen je
Gruppe (Gesund, low-grade DCIS, high-grade DCIS, IDC) durchgefiihrt. Exemplarisch wurde
je ein Bild fiir jede Gruppe dargestellt. Fiir das Protein EXO1 wurde kein Antikérper ge-
funden, der fiir die Verwendung in der Immunhistochemie geeignet war.

Abbildung 21 zeigt die spezifische Farbung der Proteine: MUCI1, SPP1, RRM2, FOXMI1,
DEPDC1 und NUSAPI. Fiir die sechs abgebildeten DCIS-Marker ist deutlich zu erkennen,
dass die Expression des jeweiligen Proteins in den DCIS-Geweben deutlich ansteigt. Dies ist
durch ein Auftreten bzw. durch eine deutliche Intensivierung der rosa Farbung auszumachen.
Als Negativkontrolle dienten Schnitte, bei denen der primdre Antikorper wihrend der
Inkubation ausgespart wurde. Diese Schnitte wurden anschlieBend ebenfalls mit dem ent-
sprechenden sekundédren Antikorper inkubiert, um eine unspezifische Farbung des sekundéren
Antikorpers auszuschliefen. Die Negativkontrollen der untersuchten Proteine zeigten keine

Féarbung. Die gesunden Kontrollen der Proteine MUCI1, RRM2 sowie NUSAP1 waren
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negativ, wohingegen sich bei den Proteinen SPP1, FOXM1 und DEPDCI1 eine geringgradige
Farbung zeigte. Diese geringgradige Fiarbung ist ein Zeichen dafiir, dass die Proteine in
geringem Malle, auch im gesunden Zustand in der Zelle exprimiert werden. In den DCIS
Geweben (sowohl low-grade, als auch high-grade) stieg die Expression aller sechs unter-
suchten Proteine stark an und war in den invasiven Karzinomen ebenso stark. Die Farbung in
den DCIS Proben war im Lumen der Milchgidnge festzustellen, dabei waren die gefarbten
Zellen epithelialen Ursprungs. Die sich im Milchgang befindlichen Epithelzellen wurden
durch die Basalmembran vom umliegenden Stroma abgegrenzt. Dieses Stroma setzte sich aus
gefaBfiihrendem Binde- und Fettgewebe zusammen. Generell konnte keine Farbung des Fett-
sowie des Bindegewebes gezeigt werden. Bei den DCIS Proben fiir die Proteine MUCI1, SPP1
und RRM2 ist deutlich zu erkennen, dass ausschlielich die epithelialen Bestandteile gefarbt
waren. Bei den Proteinen FOXM1, DEPDC1 und NUSAP1 waren neben den epithelialen
Bestandteilen, auch im Stroma einzelne Zellen gefarbt. Hierbei handelte es sich Immunzellen.
Die Farbung der untersuchten Proteine lag vorwiegend zytoplasmatisch vor. Im Fall von
MUCI (high-grade) konnte aber auch eine Farbung der Epithelzell-Membran nachgewiesen
werden.

Histologisch betrachtet ist zu erkennen, dass im Vergleich zu den gesunden Proben, schon bei
den low-grade DCIS eine deutliche Zellproliferation innerhalb des Duktus stattgefunden hat.
Im Falle der high-grade DCIS sind nahezu alle Dukti obliteriert. Die invasiv duktalen
Karzinome zeigten nur noch schwach die gewohnten Gewebestrukturen, da die Tumorzellen

die Basalmembran durchbrochen haben und in das umliegende Gewebe infiltriert sind.
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Abb. 21: Analyse der Proteinexpression der identifizierten DCIS-Marker. Die Expression wurde mittels
Immunhistochemie an Formaldehyd fixierten, in Paraffin eingebetteten Schnitten dargestellt. Die
Expression wurde fiir jedes der gezeigten Gene in Geweben mit zunehmender Malignitit (Gesund, low-
grade DCIS, high-grade DCIS, invasives Mammakarzinom) gezeigt. Die Expression der Proteine zeichnet
sich durch eine rosa Firbung aus, wobei zusétzlich eine blaue Gegenfirbung mit Himatoxylin erfolgte.
Die Negativkontrollen sind als Insert dargestellt. (Vergroflerung: 400x; Balken: 100 pm)
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3. 3. 5. Validierung der identifizierten DCIS Marker mittels ONCOMINE

Die Online-Datenbank ONCOMINE (www.oncomine.org) (Rhodes et al. 2004) fasst mittels
Mikroarray-Technologie ermittelte krebsspezifische Expressionsprofile zusammen und er-
moglicht eine studieniibergreifende Suche nach Biomarkern und Kandidatengenen. In der
ONCOMINE-Datenbank existieren momentan iiber 91 Microarray-Studien, welche sich mit
den unterschiedlichsten Expressionsprofilen des Mammakarzinoms beschiftigen. Die
ONCOMINE-Datenbank wird regelméBig aktualisiert.

Durch die ONCOMINE-Datenbanksuche konnten die identifizierten DCIS-Marker weiter
validiert werden. So wurden bei dem Vergleich, gesunder Brustgewebe gegen invasiven
Brustkrebs mittels ONCOMINE, sechs der sieben DCIS-Marker in dem Datensatz von
Richardson et al. (Richardson et al. 2006) als signifikant hochreguliert identifiziert (Abb. 22).
Nur MUCI war in dieser Analyse nicht signifikant hochreguliert. In Abbildung 22 sind zum
einen die Boxplots der Vergleiche Gesund gegen invasiven Brustkrebs sowie eine Heatmap,
welche die Expression der sechs Gene in den unterschiedlichen Geweben als Farbcode
darstellt, gezeigt. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass die Expression der invasiven Mamma-
karzionome (rot) deutlich hoher ist, als die der gesunden Gewebe (blau). Es lag in
ONCOMINE kein Datensatz vor, welcher DCIS mit gesundem Gewebe verglich.

Aullerdem war es mit Hilfe von ONCOMINE mdoglich, Datensdtze nach Merkmalen wie
Tumorgrad und Prognose zu untersuchen. Da fiir die unterschiedlichen Gene eine unter-
schiedliche Menge signifikanter Datensdtze zu der jeweiligen Fragestellung ermittelt wurde,
wurde lediglich die Anzahl der signifikanten Datensitze gezéhlt und in Abbildung 23 grafisch
dargestellt. Hierbei ist zu beachten, dass die Anzahl der Datensédtze auf der Analyse von
17.06.2009 beruhen und dass nur Datensédtze gezdhlt wurden, welche mindestens einem
p-Wert von 0,001 aufwiesen. Es ist zu sehen, dass beziiglich des Tumorgrades mit Ausnahme
von MUCI und SPPI, alle Gene mit einem hohen Tumorgrad korrelieren (Abb. 23 A). So
wurden fiir die Gene EXOI, DEPDCI und NUSAPI jeweils acht Datensitze identifiziert, in
denen diese Gene in den Proben mit einem hoheren Tumorgrad liberexprimiert waren. Fiir die
Gene RRM?2 und FOXM1 wurden sogar jeweils zwolf signifikante Datensitze identifiziert.
Fiir die Prognose-Analyse wurden mit Ausnahme von MUC! fiir alle Gene signifikante
Datensitze gefunden (Abb. 23 B). Die Anzahl der identifizierten Datensdtze schwankte
zwischen vier Datensdtzen fiir SPP/ und jeweils zehn signifikanten Datensdtze flir die Gene

RRM?2 und NUSAPI. Zusammenfassend ldsst sich aus der mit Hilfe von ONCOMINE
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durchgefiihrten Analyse schlieen, dass die identifizierten DCIS-Marker, mit Ausnahme von

MUCI, auch eine prognostischen Relevanz haben.
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Abb. 22: Ergebnisse des mittels der Datenbank ONCOMINE durchgefiihrten Vergleichs zwischen
gesundem Brustgewebe und invasivem Brustkrebs. Dargestellt sind die Daten von Richardson et al.
A: Boxplots der sechs signifikanten Gene. Dabei sind die gesunden Gewebe blau dargestellt, die invasiven
Karzinome rot. B: Heatmap der gleichen Daten, wobei jedes Kiistchen eine Gewebeprobe darstellt. Blau
steht fiir eine verringerte Expression, rosa-rot fiir eine erhohte Expression.
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Abb. 23: Ergebnisse des mittels ONCOMINE durchgefiihrten Analysen beziiglich des Tumorgrades und
der prognostischen Eigenschaft fiir die sieben identifizierten DCIS-Marker. A: Dargestellt ist jeweils die
Anzahl der Datensiitze, welche beziiglich der Tumorgrades signifikant waren. Dies bedeutet, dass die
untersuchten Gene in den entsprechenden Datensitzen signifikant mit einem hohen Tumorgrad
korrelierten. B: Dargestellt ist jeweils die Anzahl der Datensitze, bei denen das untersuchte Gen
signifikant mit einer schlechteren Prognose assoziiert war.
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3. 4. Funktionelle Analyse von DEPDC1 mittels RNA-Interferenz

Um die Effizienz des durchgefiihrten Gene Silencings mittels siRNA gegen DEPDCI zu
bestimmen, wurde die Menge des Transkriptes mit Hilfe einer quantitativen RT-PCR
ermittelt. Als Referenz diente eine Standard Negativkontrolle der Firma Qiagen
(AllStar siRNA). Mit der verwendeten siRNA gegen DEPDCI wurde in den MDA-MB 231
Zellen, gemessen an der AllStar Negativkontrolle, ein Knockdown-Effekt von 81 % erreicht
(Abb. 24 A). AnschlieBBend wurden sowohl mit den DEPDC1 siRNA als auch mit den AllStar
siRNA behandelten Zellen funktionelle Analysen durchgefiihrt. Zuerst wurde das Wachs-
tumsverhalten der beiden Transfektanten verglichen. Hierzu wurde iiber einen Zeitraum von
vier Tagen, alle 24 Stunden, die Zellzahl bestimmt (Abb. 24 B). Hierbei war zu erkennen,
dass die DEPDCI siRNA behandelten Zellen ein signifikant geringeres Wachstum zeigten,
als sie AllStar siRNA behandelten Zellen. So unterschied sich, bei gleicher Einsaat von
30.000 Zellen je Well, nach vier Tagen die Zellzahl um etwa 90.000 Zellen. Des Weiteren
wurde ein Migrations-Assay durchgefiihrt, um zu {iberpriifen, ob der Knockdown von
DEPDCI einen Einfluss auf das Migrationsverhalten der MDA-MB 231 Zellen hat. Hierzu
wurde den Zellen 20 Stunden Zeit gegeben, eine Membran mit 8 pum Porengrofle zu
durchwandern. AnschlieBend wurde anhand einer Fluoreszenz-Messung, die Menge der durch
die Membran gewanderten Zellen, bestimmt. Diese wurden zuvor mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Calcein geférbt. Die gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) wurden
anschlieBend grafisch dargestellt (Abb. 24 C). Es ist zu erkennen, dass die Migrations-
fahigkeit der DEPDC1 siRNA behandelten Zellen beinahe um die Hilfte reduziert ist. Einen
noch groBeren Einfluss zeigte das durchgefiihrte Invasions-Assay, wo das Invasionspotential
der AllStar siRNA behandelten Zellen etwa um das siebenfache hoher war, als das der
DEPDCI siRNA behandelten Zellen (Abb. 24 D). Der Versuchsablauf des Invasions-Assays
war dhnlich dem des Migrations-Assay, nur dass zusdtzlich zu der Membran noch eine
Schicht aus sogenanntem Matrigel™ durchwandert werden musste. Nach erfolgter Invasion
wurden Zellen, welche durch das Matrigel™ gewandert waren, mit Toluidinblau gefarbt und
ausgezdhlt. Die Anzahl der gezdhlten, invasiven Zellen wurde grafisch dargestellt
(Abb. 24 D). Es ist zu erkennen, dass die DEPDCI siRNA behandelten Zellen ein deutlich
geringeres invasives Potential zeigen und DEPDCI somit fiir die Invasion von Zellen ein
wichtiger Faktor ist. Zuletzt wurde eine Zellzyklus-Analyse durchgefiihrt. Die Zellzyklus-
Analyse basiert auf der Anfirbung der nukleiren DNA mit Propidiumiodid (PI), einem

Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert. Durch die Messung der PI Fluoreszenz war
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es moglich, den DNA-Gehalt der Zellen zu bestimmen und diese somit einer bestimmten
Zellzyklusphase zuzuordnen. Von besonderem Interesse war hierbei die Sub-G1 Phase, da
diese anzeigt, wie viele Zellen apoptotisch sind. Die in Abbildung 24 E dargestellten
Histogramme fiir die beiden Transfektanten zeigen, dass kein Unterschied in der Anzahl der
apoptotischen Zellen zu beobachten war. So lag die Anzahl der apoptotischen Zellen
gemessen an der Gesamtzahl zwischen drei und vier Prozent. Dies bedeutet, dass die
Expression von DEPDC] keinen Einfluss auf das apoptotische Verhalten der MDA-MB 231
Zellen hat.
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Abb. 24: Ergebnisse der funktionellen Analyse von DEPDCI. A: Darstellung des erreichten Knockdown
Effektes. Durch die verwendete siRNA gegen DEPDCI konnte die Expression von DEPDCI in den
verwendeten MDA-MB 231 Zellen um 81 % gesenkt werden. B: Wachstumskurve iiber eine Zeitraum von
vier Tagen. Das Wachstum der MDA-MB 231 Zellen mit verringerter DEPDC1 Expression ist signifikant
vermindert. C: Migrations-Assay. Auf der y-Achse ist die Anzahl der migrierten Zellen anhand der
gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) dargestellt. Die Migrationsfihigkeit von Zellen mit
verringerter DEPDCI Expression nimmt signifikant ab. D: Invasions-Assay. Die y-Achse zeigt die Anzahl
der invasiven Zellen. Die Invasionsfihigkeit von Zellen mit verringerter DEPDCI Expression ist stark
gehemmt. E: Zellzyklus-Analyse. Auf der x-Achse ist die Fluoreszenz des Farbstoffes Propidiumiodid (PI)
aufgetragen. Die y-Achse zeigt die Zellzahl. Die Anzahl der Zellen in der SubG1-Phase ist unverindert.
Dabher ist kein Einfluss von DEPDC]1 auf die Apoptose zu erkennen.



Diskussion - 82-

4. Diskussion

Fiir die Detektion von DCIS stellt die Mammographie derzeit den Goldstandard dar. Wenn
auch, durch Einfiihrung der Mammographie Screenings die Zahl der diagnostizierten DCIS
Félle deutlich angestiegen ist (Kuerer et al. 2009; Sakorafas et al. 2008), bleiben noch immer
viele DCIS unentdeckt. So werden in der Mammographie bis zu 44 % der DCIS-Léasionen
nicht detektiert (Kuhl et al. 2007). Da sich ohne Behandlung bis zu 50 % aller DCIS-Lésionen
zu invasivem Brustkrebs entwickeln (Erbas et al. 2006; Wiechmann and Kuerer 2008),
besteht ein besonderes Interesse an der sensitiven Erfassung des DCIS vor dem Ubergang in
ein invasives Stadium. AuBlerdem ist ein frither Nachweis des DCIS von auferordentlicher
Wichtigkeit, da das krankheitsfreie Uberleben von Patientinnen mit DCIS iiber 97 % betriigt
(Sakorafas et al. 2008). Eine friihe Entdeckung und somit eine friihe Behandlung des DCIS
ist der beste Weg, um die Mortalitdt von Brustkrebs zu reduzieren (Suzuki et al. 20006).

Um die Entstehung des DCIS besser zu verstehen und um Marker zu identifizieren, welche
eine bessere Detektion ermdglichen, wurden in dieser Untersuchung nach Genen gesucht,
welche im DCIS eine stark erhohte Expression im Vergleich zum gesunden Gewebe zeigen.
Allgemein wird die Suche nach DCIS-Markern vor allem durch die wenigen zur Verfiigung
stehenden Gewebeproben erschwert (Wiechmann and Kuerer 2008). Ferner wurde bisher
vornehmlich nach Markern gesucht, welche das Lokalrezidivrisiko oder die Progression von
DCIS in invasiven Brustkrebs hervorsagen. Da auch fiir die vorliegende Untersuchung nur
eine limitierte Menge an humanem DCIS Gewebe vorlag, wurde zur ersten Identifizierung der
DCIS-Marker ein Mausmodell verwendet. Zusétzlich bot das Tiermodell die Moglichkeit,
sehr frithe Stadien in der Entstehung des DCIS zu analysieren.

In den letzten Jahren wurden bereits mehrere transgene Mausmodelle entwickelt, welche als
Modell fiir die Entstehung von humanem DCIS dienen sollten. So existieren DCIS-
Mausmodelle, welche auf Xenograft-Modellen (Miller et al. 2000) oder speziellen Gewebe-
transplantationstechniken (Maglione et al. 2004) basieren. Das fiir diese Studie verwendete
transgene Model tragt das SV40 T-Antigen unter der Kontrolle eines WAP-Promoters. Die
von Schulze-Garg et al. (Schulze-Garg et al. 2000) etablierten WAP-T und WAP-TNP Linien
zeigen anhaltende, verdnderliche priinvasive Lésionen, welche eine lange Latenzphase haben.
Dies ist von Vorteil, da somit auch die DCIS Entstehung eingehend untersucht werden kann.
Zusitzlich zeigen die verwendeten Miuse histologisch groBe Ahnlichkeit mit dem humanen
DCIS. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des T-Antigen in WAP-SV40

T-Antigen transgenen Miusen durch hormonelle Anregung stimuliert werden kann, was zu
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einer fritheren Tumorentstehung fiihrt (Li et al. 2000). Dies war fiir die durchgefiihrte Analyse
jedoch nicht von Interesse, da gerade die relativ lange Latenzzeit eine eingehende Analyse der
DCIS Entstehung ermdglichte. Ein dhnliches Mausmodell, welches einen C3 Promoter in
Kombination mit dem SV40 T-Antigen verwendet (C3/SV40-Tag), zeigt eine deutlich
schnellere DCIS- und Tumorentstehung und wére somit fiir die in dieser Arbeit durch-
gefiihrten Analysen ungeeignet gewesen (Green et al. 2000; Shibata et al. 1998). Das fiir diese
Arbeit verwendete WAP-TNP8 Mausmodell zeigte, entsprechend der Literaturangaben, eine
Latenzzeit fiir die Entstehung invasiver Tumore von etwas fliinf Monaten. Indes konnten
bereits zwei Monate nach Aktivierung des Onkogens die ersten DCIS Lésionen in den
Maiusen nachgewiesen werden. Vier Monate nach Aktivierung des Onkogens zeigten etwa
50 % der Méuse DCIS-Lésionen. Dabei ist anzunehmen, dass zu diesem Zeitpunkt bereits alle
Miuse DCIS aufwiesen, diese aber mit der gewihlten histologischen Untersuchung nicht
detektiert werden konnten. So wurden, von jedem zu untersuchenden Gewebestiick, zwei bis
vier HE-Schnitten angefertigt und begutachtet. Parallel durchgefiihrte Serienschnitte von
jeweils einer Maus pro Gruppe zeigten, dass die DCIS-Lésionen meist sehr klein waren und
somit teilweise nach ein bis zwei Schnittebenen nicht mehr nachzuweisen waren. Fiir die
weiteren Analysen wurde bevorzugt Gewebe von Médusen verwendet, bei denen histologisch
DCIS nachgewiesen werden konnte. Es war festzustellen, dass fiinf Monate nach der
Aktivierung des Onkogens, die Anzahl der DCIS abnahm. Dieses ist der Tatsache geschuldet,
dass viele Tiere bereits frithzeitig euthanasiert werden mussten, da sie bereits invasive
Tumore aufwiesen. Somit war die Gruppengréfle zu diesem Zeitpunkt deutlich geringer, als
zu den vorherigen Zeitpunkten. Fiinf Monate nach der Aktivierung des Onkogens besal3en
iiber 70 % der Méuse invasive Tumore.

Insgesamt wurden 35 murine Gewebeproben mittels Affymetrix GeneChip® Analyse
untersucht. Eine Mikroarraystudie muriner DCIS Gewebe diesen Umfangs wurde bisher nicht
durchgefiihrt. Auch mit humanem DCIS Gewebe wurden bisher nur wenige Mikroarray-
Studien publiziert. Ferner haben die veréffentlichten Studien zum DCIS meist den Focus auf
Gene gelegt, welche die Progression von DCIS in IDC charakterisieren (Balleine et al. 2008;
Castro et al. 2008; Ma et al. 2003; Nishidate et al. 2004; Schuetz et al. 2006). Die
identifizierten Genlisten waren in der Regel recht umfangreich und enthielten haufig zwischen
50 und 500 Genen. Einige Studien beschéftigten sich dariiber hinaus mit der Unterscheidung
verschiedener DCIS Typen. So konnte gezeigt werde, dass zwischen low-grade und high-
grade DCIS Unterschiede in der Genexpression bestehen (Seth et al. 2003). Auch

Hannemann et al. (Hannemann et al. 2006) untersuchten gut und schlecht differenzierte DCIS
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sowie IDCs. Sie konnten zwei Genlisten beschreiben, von denen die eine zwischen den
verschiedenen DCIS Differenzierungsgraden unterschied, die andere zwischen DCIS und
IDC. Porter et al. (Porter et al. 2003) identifizierten 26 Gene, welche sich zwischen
intermediate- und high-grade DCIS, bzw. zwischen normalem Gewebe und DCIS
unterschieden. Auch wurde der Unterschied von DCIS mit bzw. ohne Nekrose untersucht
(Adeyinka et al. 2002). Weiterhin zeigten die durchgefiihrten DCIS Mikrroarray-
Untersuchungen, dass die /n-situ-Lisionen vorwiegend mit invasiven Lasionen des gleichen
Grades zusammen clustern, diesen also stark gleichen. Dies legt die Vermutung nahe, dass
DCIS die Vorldufer ihrer gleichgradigen invasiven Gegenstiicke sind (Ma et al. 2003). Auch
anhand von genetischen Verdnderungen konnte diese Beobachtung bestitigt werden
(O'Connell et al. 1994). Eine Untersuchung, welche phinotypische, genomische und trans-
kriptionale Analysen zur Untersuchung einer Serie von DCIS Proben kombinierte, zeigte
ebenfalls eine hohe Homologie zwischen DCIS- und IDC Proben. Folglich reprisentierten die
untersuchten DCIS Proben bereits die im invasiven Mammakarzinom zu findende molekulare
Vielfalt (Vincent-Salomon et al. 2008). Die zuletzt veréffentlichte DCIS Mikroarray-Studie
stammt von Balleine et al. (Balleine et al. 2008). Das Ziel der durchgefiihrten Untersuchung
war es, eine klinisch anwendbare Klassifizierung fiir das DCIS zu entwickeln. Dafiir suchten
sie nach einem Expressionsprofil, welches das maligne Potential der DCIS Lisionen
unterscheiden kann. Zusétzlich zur Analyse der Expressionsprofils wurden die Proben mittels
CGH (comparative genomic hybridization) auf genetische Verdnderungen untersucht. Mit
Hilfe einer Genliste, welche 100 Gene enthielt, die mit einem hohen Tumorgrad assoziiert
waren, war es moglich, zwischen DCIS mit unterschiedlichem malignem Potential zu
unterscheiden. Auch wenn bisher noch kein Gen identifiziert wurde, welches allein zwischen
den verschiedenen DCIS Typen unterscheiden kann bzw. den Ubergang vom DCIS zum IDC
markiert, so werden weitere Studien Anhaltspunkte und Signaturen liefern, welche zukiinftig
hoffentlich eine bessere Diagnose, Prognosevorhersage und Behandlung des DCIS

ermdglichen (Wiechmann and Kuerer 2008).

Die vorliegende Arbeit zur Identifizierung von DCIS-Markern setzte den Fokus auf die
moglichst frithe Detektion des DCIS. Bevor jedoch mit der eigentlichen Analyse begonnen
werden konnte, wurde die Qualitdt der Mikroarrays auf vielfiltige Weise iiberpriift. Dies war
bedeutend, da Mikroarrays schlechter Qualitdt, die Ergebnisse verfilschen konnen. Zuerst
wurden die Affymetrix Qualitdts-KontrollmaBBe der Mouse Genome 430 2.0 GeneChips®

iiberpriift, dabei wurde dem Background, RawQ, dem Scaling Factor sowie dem 3’- zu 5’-



Diskussion - 85-

Verhéltnis von Actb und Gapdh besondere Beachtung geschenkt. Die KontrollmaBle lagen
iiberwiegend in dem von Affymetrix empfohlenem Rahmen. Die weitere Qualitdtskontrolle
erfolgte mit Hilfe des Programms GeneSpring GX 10.0 der Firma Agilent. Zunédchst wurde
eine Normalisierung der Daten durchgefiihrt. Die Darstellung der Expressionswerte nach der
Normalisierung zeigte ein sehr einheitliches Bild, so dass die Mikroarrays gut miteinander
vergleichbar waren.

Der Korrelations-Plot, welcher die Korrelationskoeffizienten fiir jedes GeneChip®-Paar als
Heatmap darstellt, zeigte, dass die invasiv duktalen Karzinome (IDC) nur in eingeschrinktem
Umfang mit den {ibrigen Proben korrelierten. Dies wurde durch das Unsupervised
Hierarchical Clustering bestétigt, in welchem die IDCs einen eigenen Arm im Dendrogramm
bildeten. Untereinander dhnelten sich die IDCs jedoch sehr stark, dies war sowohl im
Korrelations-Plot, im PCA-Plot, als auch im Unsupervised Hierarchical Clustering zu
erkennen. So war im Korrelations-Plot der Korrelationskoeffizient der IDCs untereinander
sehr gering. Im PCA-Plot bildeten die IDC eine deutlich separat liegende Gruppe und im
Unsupervised Hierarchical Clustering bildeten sie, wie bereits erwihnt, einen eigenen Arm im
Dendrogramm. Eine Erklirung fiir diese starke Separierung der IDC kdnnte die abweichende
Gewebezusammensetzung der invasiven Mammakarzinome sein. So bestanden die gesunden
Kontrollen sowie die Proben der verschiedenen Monate iiberwiegend aus Fett- und
Bindegewebe, in welchem sich einige Milchginge und Milchdriisen (Epithelgewebe)
befanden. Die IDCs hingegen bestanden zum GroBteil aus Epithelgewebe. Eine Veran-
schaulichung dieser Tatsache bietet Abbildung 10 im Ergebnisteil.

Die Grafiken der Qualititskontrolle zeigten auBerdem, dass die Negativkontrollen unter-
einander ein sehr einheitliches Bild présentierten, welches sich wiederum deutlich von dem
der Proben der verschiedenen Monate unterscheidet. Zusammenfassend war festzustellen,
dass die einzelnen Gruppen untereinander die groBte Ahnlichkeit zeigten. Es war jedoch
moglich, die Proben der verschiedenen Monate deutlich von den Negativkontrollen zu
unterscheiden. Dies zeigt, dass auf molekularer Ebene bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt
eine Verdanderung im Expressionsprofil der DCIS-Méuse eintrat. Dies ist von Bedeutung, da
histologisch keine Unterschiede zwischen den Kontrollen und den Monaten 1-2 festzustellen
waren.

Um tumorassoziierte DCIS-Marker zu identifizieren, wurden Proben von Miusen kurz nach
der Aktivierung des Onkogens (Monat 2-3) sowie invasive Tumore, mit den Negativ-
kontrollen verglichen. Fiir die durchgefiihrte Analyse wurden strenge Selektionskriterien

herangezogen. Demgemall wurde ein hoch signifikanter p-Wert festgelegt. Dies war nétig, um
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die Anzahl der potentiellen DCIS-Marker zu reduzieren. Aulerdem wurden durch den hohen
festgelegten Fold Change ausschlielich Gene identifiziert, welche eine starke Verdnderung
zeigten.

Bei den durchgefiihrten Volcano-Plot Analysen war zu beobachten, dass in den Proben der
Monate 2 und 3 noch deutlich weniger Gene eine signifikante Verdnderung zeigten, als in den
IDCs. Dies ist wiederum zum einen mit der Gewebezusammensetzung zu erkliren, da die
Proben der Monate zwei und drei den Negativkontrollen darin stark &hneln. Zum anderen
wurden zu diesem relativ frithen Zeitpunkt erst bei etwa 25 % der WAP-TNP8 Méuse DCIS
diagnostiziert, die restlichen 75 % der WAP-TNP8 Mause waren histologisch nicht von den
Negativkontrollen zu unterscheiden. Gene, welche bereits zu einem derlei frithen Zeitpunkt
spezifisch auf die Entstehung von DCIS und IDC hinweisen, sind von immensem Interesse.
Sie konnten einen Ansatzpunkt fiir eine frithere und zuverldssigere Detektion von DCIS und
IDC darstellen.

Aus der durchgefiihrten Analyse resultierte eine Liste von 140 potentiellen DCIS-Markern.
Unter Verwendung anderer Selektionkriterien (p-Wert, FC) wire es moglich gewesen, eine
groBBere bzw. kleinere Menge an potentiellen Kandidatengenen zu ermitteln. Allerdings wére
bei einer groBeren Kandidatengenliste die anschlieBende Selektion weitaus umfangreicher und
somit aufwendiger gewesen. Aullerdem wiren fiir den Erhalt einer umfangreicheren Genliste,
weniger stringente Analysekriterien ndétig gewesen, was wiederum die Signifikanz der
identifizierten Gene gesenkt hétte. Bei einer kleineren Kandidatengenmenge dagegen wire die
Gefahr einer Uberanpassung (Overfitting) drastisch gestiegen. Unter Uberanpassung versteht
man eine zu starke Anpassung an den vorgegebenen Datensatz, welche somit die Ergebnisse
verfalscht. Daher wurden die genannten Kriterien gewéhlt und die 140 Gene anschlieBend
einer manuellen Selektion unterzogen.

Mit Hilfe der 140 identifizierten potentiellen DCIS-Marker wurde ein Supervised Hierarchical
Clustering durchgefiihrt. Dieses zeigt deutlich, dass die Mehrheit der 140 identifizierten Gene
eine erhohte Expression aufweisen. Weiterhin war zu beobachten, dass die Negativkontrollen
separiert clusterten und sich in ihrer Expression stark von den anderen Proben unterschieden.
Somit besaBen die prdmalignen Gewebe bereits eine deutlich verdnderte Expression und
dhnelten, bezogen auf die 140 Kandidatengene, eher den invasiven Mammakarzinomen.
Dieses Resultat zeigt, dass die ausgewihlten Kandidatengene effektiv die Abgrenzung der
pramalignen Gewebe von den Negativkontrollen unterstiitzen.

Die Feststellung, dass sich die Genexpression schon zu einem sehr frithen Zeitpunkt in der

DCIS-Entstehung stark dndert, wird durch mehrere Untersuchungen gestiitzt. So zeigt eine
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von Namba et al. (Namba et al. 2006; Namba et al. 2004) durchgefiihrte Studie an einem
anderen DCIS-Mausmodell, dass die molekularen Verdnderungen in der Krebsentstehung
bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt auftreten und demzufolge der Ubergang von der
Vorstufe zum invasiven Brustkrebs eher mit geringen Anderungen in der Genexpression
verbunden ist. Auch in humanen Proben konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden,
dass der Ubergang vom DCIS zum IDC, bezogen auf die Genexpression, eher ein
quantitativer, als ein qualitativer Schritt ist (Ma et al. 2003; Porter et al. 2003). Ebenso zeigten
Allinen et al. (Allinen et al. 2004), mittels Genexpressionsanalysen von normalem
Brustgewebe, DCIS und invasiven Brustkrebs, dass die Verdnderungen in der Genexpression,
welche im invasiven Tumor zu finden waren, auch schon in den DCIS Proben gefunden
werden konnten.

Um einen Uberblick iiber die Funktion und die zellulire Lage der 140 identifizierten
Kandidatengene zu erhalten, wurde eine GO-Analyse durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
innerhalb der signifikanten GO-Kategorien eine Vielzahl der GO-Kategorien mit dem Zell-
zyklus bzw. der Zellteilung in Verbindung standen. Ebenfalls war die Lage der Genprodukte
in der Zelle hdufig mit den Zellteilungskompartimenten assoziiert. Somit zeigt sich bereits im
DCIS Stadium eine deutlich erhohte Zellteilungsrate. Diese korreliert mit der Kenntnis einer

generell erhohten Zellteilungsrate in invasiven Karzinomen.

Aus den 140 Kandidatengenen wurden selektiv einzelne potentielle DCIS-Marker heraus-
gesucht. Final wurden sieben DCIS-Marker identifiziert. Die Selektion wurde anhand der
Expression der Gene in den einzelnen Gruppen (gesunde Kontrollen, Monatsgruppen, IDCs)
durchgefiihrt. Es wurden ausschlieBlich Gene ausgewihlt, welche in den Kontrollgruppen
eine deutlich geringere Expression zeigten, als in den anderen Gruppen. Bei den
identifizierten Genen handelte es sich um: Mucl, Sppl, Exol, Foxml, Rrm2, Depdcl und
Nusapl.

Mit Hilfe der sieben identifizierten potentiellen DCIS-Marker wurde ein Supervised
Hierarchical Clustering durchgefiihrt und die Ergebnisse in einem Dendrogramm dargestellt.
Dieses zeigte die Negativkontrollen deutlich separiert von den Proben der verschiedenen
Monate sowie von den invasiven Mammakarzinomen. Folglich ist es mdglich, mit Hilfe der
siecben Kandidatengene maligne von gesunden Geweben zu unterscheiden. Weiterhin war
festzustellen, dass die sieben Kandidatengene im Clustering ein dquivalentes Resultat lieferten

wie die Liste der 140 Kandidatengene.
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Die in der Mikroarray-Analyse identifizierte Expression der sieben Kandidatengene, wurde
mittels quantitativer RT-PCR validiert. Die Gene zeigten in den pridmalignen und malignen
Gruppen eine deutlich héhere Expression. Zusammenfassend kann man sagen, dass die durch
die quantitative RT-PCR ermittelten Expressionswerte, die mittels GeneChip®-Analyse
gefundenen Ergebnisse widerspiegeln.

Die identifizierten DCIS-Marker weisen einen unterschiedlichen Bekanntheitsstatus in Bezug
auf Brustkrebs bzw. DCIS auf. So sind die Gene Muc!l und Spp! sowohl im Zusammenhang
mit Brustkrebs, als auch im Zusammenhang mit DCIS bereits mehrfach untersucht worden.
Auch Rrm2 und FoxmlI wurden schon in diesem Zusammenhang diskutiert. Hingegen ist fiir
die Gene Exol, Depdcl und Nusapl keine Assoziation zu Brustkrebs bekannt. Im Folgenden
wird ndher auf die Eigenschaften sowie die Verbindung der identifizierten DCIS-Marker zum
Brustkrebs bzw. DCIS eingegangen.

MUCI zeigt in Tumoren allgemein eine deutlich erhohte Expression. AuBerdem ist die
Glykosylierung sowie die Lokalisierung von MUCI in Tumoren verdndert (Singh and
Bandyopadhyay 2007). Eine Uberexpression von MUCI1 in verschiedenen Krebsarten, aber
besonders in Brustkrebs, korreliert mit einer hoheren Metastasierungswahrscheinlichkeit
sowie einer verkiirzten Uberlebensrate (Gendler 2001;Hattrup and Gendler 2006). Es ist
ebenfalls bekannt, dass MUCI1 hiufig in DCIS {iberexprimiert ist (Nishidate et al. 2004).
Osteopontin (SPPI) ist ein phosphoryliertes Glykoprotein, welches von verschiedenen
Zelltypen sekretiert wird (Rodrigues et al. 2007; Tuck and Chambers 2001). SPP1 ist in einer
Vielzahl von physiologischen Zellfunktionen involviert, wie der Inflammation, der
Mineralisierung und der BlutgefiaBbildung (Coppola et al. 2004; El-Tanani et al. 2006;
Rodrigues et al. 2007; Tuck and Chambers 2001). Aullerdem wurde gezeigt, dass SPPI in
Entwicklungsprozessen, wie der Gewebedifferenzierung und der Wundheilung eine Rolle
spielt (Tuck et al. 2007). Eine SPP1 Uberexpression wurde in einer Vielzahl von Krebsarten
festgestellt, z.B. im Brustkrebs, Lungenkrebs, Darmkrebs, Magenkrebs, Eierstockkrebs und
Hautkrebs (Patani et al. 2008; Rodrigues et al. 2007). Das Expressionslevel von SPP1 im
Mammakarzinom korreliert mit dem Stadium der Erkrankung (Rodrigues et al. 2007). Eine
hohe SPP1 Expression im Primédrtumor des Mammakarzinoms wird mit einer hohen Metasta-
sierungswahrscheinlichkeit und einer schlechten Prognose assoziiert (El-Tanani et al. 20006).
Generell wird SPP1 in Brustkrebs mit der Progression, der Invasion sowie der Metastasierung
in Zusammenhang gebracht (Coppola et al. 2004; Furger et al. 2001; Tuck and Chambers
2001; Wai and Kuo 2008). Untersuchungen zur prognostischen Relevanz von SPP1 bei

Brustkrebspatientinnen mit Stage I und I Tumoren zeigten, dass die Uberlebensrate der SPP1
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negativen Patientinnen, mehr als dreifach so hoch war, wie das der Patientinnen, in denen
SPP1 nachgewiesen werden konnte (Rudland et al. 2002). Reinholz et al. (Reinholz et al.
2002) untersuchten die Expression von SPP1 in gesundem Gewebe, DCIS, invasivem und
metastasiertem Brustkrebs. Sie konnten nachweisen, dass das mRNA Level von SPP1 bereits
in den DCIS Geweben, verglichen mit den gesunden Geweben, deutlich erhoht war.

RRM?2 ist eine Ribonukleotidreduktase (RR). Ribonukleotidreduktasen sind in der DNA-
Synthese von entscheidender Bedeutung (Cory and Sato 1983), da sie fiir die Umwandlung
von Ribonukleotid-Diphosphaten in Desoxyribonukloetid-Diphosphate zustindig sind (Cory
and Sato 1983;Thelander and Berg 1986). Ribonukleotidreduktasen bestehen aus zwei
Untereinheiten: der M1 und der M2 Untereinheit (RRM1 + RRM2). Das Level von RRM1 ist
im Verlauf des Zellzyklusses verhdltnismaBig konstant, wohingegen RRM2 nur in der spéten
G1 Phase bzw. der frithen S Phase exprimiert wird (Engstrom et al. 1985). Verdnderungen im
Ribonukleotidreduktase Level konnen signifikanten Einfluss auf die Tumorentstehung sowie
die Tumorprogression haben. So zeigt RRM2 sowohl im Tumorzelllinie, als auch in Tumoren
eine erhohte Expression (Jensen et al. 1994). RRM2 spielt eine entscheidende Rolle in der
Bestimmung der Tumormalignitit. Eine Uberexpression von RRM2 erhoht das Potential eines
Tumors invasiv oder metastatisch zu werden, signifikant (Zhang et al. 2009). Die Inhibition
der RRM2 Expression durch siRNA fiihrte in vitro zu einer Hemmung des Zellwachstums,
in vivo zu einer Hemmung des Tumorwachstums (Heidel et al. 2007). Daher gibt es bereits
erste Ansitze, bei denen ein Knockdown von RRM2 als Therapie bei fortgeschrittenen
soliden Tumoren ausgetestet wird (Desai et al. 2005).

Der Transkriptionsfaktor FOXM1 (forkhead box MI1) stimuliert die Proliferation und das
Voranschreiten des Zellzyklus durch Forderung des Eintritts der S-Phase sowie der Mitose.
Dementsprechend reguliert FOXM1 die Expression von Genen, welche den G1/S-Ubergang,
den S-Phasen Verlauf, den G2/M-Ubergang oder den M-Phasen Verlauf kontrollieren.
FOXM1 ist in die Tumorentwicklung verwickelt und bewirkt, sowohl die Entstehung von
Tumoren, als auch das Wachstum von Tumoren (Wierstra and Alves 2007). In einer gro3en
Genexpressionsanalyse konnte festgestellt werden, dass FOXM1 in den meisten soliden
Tumoren eine erhdhte Expression zeigte (Pilarsky et al. 2004). Insgesamt konnte eine
Uberexpression von FOXM1 in iiber 20 verschiedenen humanen Tumoren nachgewiesen
werden (Wierstra and Alves 2007). Somit ist FOXMI1 eines der am haufigsten iiber-
exprimierten Gene in humanen Tumoren (Bhat et al. 2009). Auch im Brustkrebs ist FOXM1
signifikant {iberexprimiert (Wonsey and Follettie 2005). Ebenso wurde gezeigt, dass das
Level der FOXM1 Expression mit dem Tumorgrad ansteigt (Kalin et al. 2006; Wonsey and
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Follettie 2005) sowie, dass die Expression von FOXMI1 mit einer schlechten Prognose und
somit einer kiirzeren Uberlebenszeit korreliert (Bektas et al. 2008). Es konnte auch gezeigt
werden, dass FOXMI1 bereits beim Ubergang von DCIS zu invasivem Brustkrebs eine erhdhte
Expression zeigt (Nishidate et al. 2004). In einem transgenen Mausmodell wurde nachge-
wiesen, dass eine erhohte FOXMI1 Expression zu einer gesteigerten Proliferation der
Tumorzellen fiihrt (Wang et al. 2008). Ein Verlust der FOXM1 Expression durch siRNA
hingegen, resultiert im Zelltod durch Defekte des mitotischen Spindelapparates. Daher stellt
die Inhibierung von FOXM1 eine mogliche therapeutische Strategie zur Behandlung von
Brustkrebs dar (Wonsey and Follettie 2005). Deshalb wird bereits an der Entwicklung eines
Medikamentes zur Inhibierung von FOXM1 gearbeitet (Bhat et al. 2008; Gartel 2008; Kwok
et al. 2008). Auch wird FOXM1 als mogliches Target fiir eine Immuntherapie gegen Krebs
diskutiert (Yokomine et al. 2009).

Bis heute ist die Exonuklease 1 (EXO1) die einzige, im Menschen identifizierte Exonuklease
(Liberti and Rasmussen 2004). EXOI ist in die DNA-Mismatch Reparatur eingebunden.
Genauer wird EXOI1 in den humanen Zellen fiir die Beseitigung von Einzelnukleotid-
Mismatches bendtigt (Wei et al. 2003). Beziiglich einer tumorassoziierten Uberexpression
von EXOL ist bisher sehr wenig bekannt. Es wurde aber bereits ein erhdhtes Expressionslevel
von EXO1 in Leberkarzinom Zelllinien sowie in Kolonkarzinom und Pankreaskarzinomen
Geweben nachgewiesen (Rasmussen et al. 2000).

DEPDCI1 (DEP domain containing 1) wurde im Jahr 2007 als ein neues Gen identifiziert,
welches in Blasenkrebszellen eine starke erhohte Expression aufweist (Kanehira et al. 2007).
Dies gelang durch Verwendung von cDNA Mikroarrays, mit deren Hilfe signifikant
verdnderte Gene in Blasenkrebs identifiziert wurden. Die erhohte Expression von DEPDCI,
wurde mittels Northern-Blot bestitigt. Obwohl DEPDCI1 eine hoch konservierte DEP
Doméne (Ponting and Bork 1996) enthilt, ist seine pathophysiologische Rolle, in Bezug auf
das Krebswachstum, bisher unerforscht. Die DEP Doméne ist Bestandteil vieler Signaling
Molekiile. AuBerdem ist die DEP Domine an der Membran Bindung beteiligt (Chen and
Hamm 2006).

Das Nucleolar spindle-associated protein (NUSAP1) wurde 2003 als ein 55 Kilodalton groB3es
Protein identifiziert, welches speziell in proliferierenden Zellen exprimiert wird (Raemaekers
et al. 2003). Die hochste NUSAP1 Expression (sowohl auf mRNA als auch auf Protein Level)
wurde beim Ubergang von der G2 Phase zur Mitose festgestellt. Nach der Zellteilung sinkt
die NUSAP1 Expression schlagartig ab. NUSAP1 wird hauptsdchlich im Kern exprimiert und

befindet sich wihrend der Mitose iiberwiegend an den Mikrotubuli des Spindelapparates.
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In-vitro-Experimente haben gezeigt, dass NUSAP1 einen direkten Effekt auf die Mikrotubuli
hat. Zum einen stabilisiert NUSAP1 die Mikrotubuli gegen Depolimerisierung, zum anderen
vernetzt es grole Mikrotubulimengen untereinander (Ribbeck et al. 2006). Mit Hilfe einer
Expressionsanalyse mehrerer Melanom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass NUSAPI1 in
Melanomzellen iiberexprimiert ist (Ryu et al. 2007). Ein Knockdown von NUSAPI in
Xenopus Oozyten fiihrte zu abweichenden Spindelformationen, einer fehlerhaften Teilung der
Chromosomen und letztendlich zu einer blockierten Zellproliferation (Ribbeck et al. 2006).

Die Tatsache, dass einige der identifizierten DCIS-Marker schon im Zusammenhang mit
Brustkrebs beschrieben wurden, dient als Bestitigung des verwendeten WAP-TNP8
DCIS-Mausmodells. Somit wird deutlich, dass die im Mausmodell identifizierten Marker
auch im humanen Brustkrebs von Bedeutung sind. Das Verhiltnis von bekannten und eher
unbekannten Genen innerhalb der sieben identifizierten DCIS-Marker ist sehr ausgewogen.
Den im Zusammenhang mit DCIS ermittelten unbekannten Genen wird hier ein hoher
Stellenwert beigemessen, da ihre Funktionen im Zusammenhang mit Brustkrebs bzw. Krebs
allgemein bisher noch nicht erforscht wurden. Sie stellen besonders vielversprechende DCIS-

Marker dar.

Um die im Mausmodell identifizierten DCIS-Marker auf ihr Expression im humanen Gewebe
zu untersuchen, wurde als zweiter Teil des Projektes eine Mikroarray Analyse humaner
Gewebe durchgefiihrt. Hierbei wurden neun DCIS, fiinf invasiv duktale Tumore und fiinf
Proben gesundes Brustgewebe untersucht.

Die Qualititskontrollen wurden analog zu der Qualititskontrolle der murinen GeneChips®
durchgefiihrt. Zuerst wurden die Affymetrix Qualitits-KontrollmaBle {iiberpriift. Der
Background, RawQ und der Scaling Factor lagen alle im vorgegebenen Bereich. Das 3’- zu
5’-Verhiltnisse der internen Kontrollen ACTB und GAPDH lagen iiberwiegend unter drei, nur
bei wenigen Mirkoarrays war der Wert fir ACTB geringgradig erhoht. Nach erfolgreicher
Normalisierung wurde jeweils ein Korrelations-Plot, eine PCA-Plot sowie ein Unsupervised
Hierarchical Clustering der humanen Proben dargestellt. Im Korrelationsplot zeigte sich, dass
die gesunden Proben nicht mit den DCIS und den invasiven Tumoren korrelieren. Dafiir
korrelierten die gesunden Proben untereinander sehr gut. Somit lie sich feststellen, dass die
gesunden Proben sich in ihrer Expression stark dhneln. Die Korrelation der gesunden Proben
mit den DCIS Proben war dagegen vergleichsweise schwach. Daraus lieB sich schlielen, dass
die DCIS in ihrer Expression eher den IDC dhneln, als den gesunden Geweben. Dies wurde

durch die vergleichsweise hohen Korrelationskoeffizienten zwischen den DCIS und den IDC
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bestirkt. Im PCA-Plot lagen die einzelnen Gruppen deutlich voneinander separiert. Das
Unsupervised Hierarchical Clustering der humanen GeneChips® zeigte, dass die gesunden
Proben mit Ausnahme einer Probe separiert von den anderen Proben clustern. Dies zeigt
wiederum, dass die gesunden Proben sich deutlich von den DCIS Proben unterscheiden,
welche aufgrund ihrer Expression zusammen mit den IDCs clusterten. Die DCIS Proben
trennten sich innerhalb des malignen Armes in zwei Gruppen auf. So waren vier DCIS Proben
zusammen in einer Gruppe mit den invasiven Karzinomen zu finden, wohingegen die anderen
finf DCIS Proben zusammen mit einer gesunden Kontrolle clusterten. Aus dieser
Gruppierung konnte man auf einen unterschiedlichen Malignitdtsgrad der beiden Gruppen
schlieBen, was jedoch anhand der histologischen Daten nicht bestétigt werden konnte. Auch
war histologisch kein Hinweis zu finden, weshalb eine der gesunden Proben im Arm der
DCIS clusterte.

Nach dieser eingehenden Qualitdtskontrolle wurden schlieBlich die, im WAP-TNP8
Mausmodel identifizierten potentiellen DCIS-Marker, ndher betrachtet. Es konnte gezeigt
werden, dass die identifizierten DCIS-Marker auch in den humanen DCIS und IDC Proben
eine deutlich erhohte Expression aufwiesen. Zusitzlich wurden die sieben DCIS-Marker fiir
ein Supervised Hierarchical Clustering der humanen Proben verwendet. Hierbei war zu
erkennen, dass mittels der identifizierten DCIS-Marker deutlich zwischen gesundem Gewebe
und malignem Gewebe unterschieden werden konnte. Die gesunden Kontrollgewebe bildeten
eine abgetrennte Gruppe im Clustering. Auch anhand der Darstellung der Expression der
DCIS-Marker in den drei Gruppen (gesund, DCIS, IDC) konnte gezeigt werden, dass die
Expression der sieben identifizierten Marker in allen DCIS Proben sowie in allen invasiven
Karzinomen signifikant erhoht war.

Zur Validierung der Mikroarray-Ergebnisse wurde bei den humanen Proben ebenfalls eine
quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Hierbei entsprach die Expression der sieben DCIS-Marker
in der qRT-PCR, den Expressionsdaten der Mikroarrays. Somit wurde gezeigt, dass das ver-
wendete Mausmodell die humanen Verdnderungen wéhrend der DCIS Entstehung sehr gut

reprasentiert.

Um Gemeinsamkeiten zwischen humanem und murinem Brustkrebs zu zeigen, verglichen
Klein et al. (Klein et al. 2007) die Expression von 24 humanen Tumoren mit sechs Tumoren
aus WAP-SV40T/t Méusen. Dieser Expressionsvergleich veranschaulichte, dass 63 Gene in
beiden Geweben verdndert waren. Unter diesen 63 Genen war auch das Gen RRM?2. Weiterhin

wurde im Anhang der Publikation von Klein et al. eine Genliste fiir den Vergleich normaler
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Brustdriisen gegen Brusttumoren gezeigt. Diese Genliste umfasste 597 iiberexprimierte Gene
und enthielt unter anderem die Gene DEPDCI, NUSAPI, MUCI, EXOI und RRM2. WAP-
SV40-Mausmodelle sind somit ein geeignetes Modell, um die molekularen Eigenschaften von
DCIS-Lésionen zu analysieren. Sie weisen sowohl auf histologischer, als auch auf mole-

kularer Ebene, groBe Ubereinstimmungen mit humanen Tumoren auf.

Die in dieser Studie identifizierten DCIS-Marker, wurden teilweise bereits in anderen
Genexpressionsanalysen detektiert. Meist waren sie jedoch Bestandteil einer umfangreichen
Genliste und wurden nicht detailliert analysiert. So waren die Gene MUC! und FOXM1 in der
von Nishidate et al. (Nishidate et al. 2004) durchgefiihrten Analyse, von invasiven
Mammakarzinomen und DCIS Proben signifikant mit der Progression und Metastasierung
assoziiert. Innerhalb der von Martin et al. (Martin et al. 2008) entwickelten 22 Gensignatur,
welche zur Vorhersage des Verlaufes von Brustkrebs entwickelt wurde, waren die Gene
RRM?2 und FOXM1 enthalten. AuBBerdem war RRM?2 bereits in dem von Ma et al. (Ma et al.
2003) entwickelten Gene Expression Index enthalten. Die im Anhang befindlichen Genlisten
liberexprimierter Gene von Vincent-Salomon et al. auf (Vincent-Salomon et al. 2008) weisen
die beiden Gene RRM?2 und NUSAPI. Zuletzt wurden in der DCIS-Analyse von Balleine et al.
(Balleine et al. 2008), welche eine molekulare Unterscheidung der DCIS-Lidsionen unter-
einander anstrebte, die Gene EXOI, RRM2, NUSAPI und FOXM1 identifiziert. Dies bestatigt,
dass die in dieser Arbeit identifizierten DCIS-Marker in mehreren Datensétzen verschiedener

humaner Gewebeproben, ebenfalls eine erh6hte Expression zeigten.

Eine weitere Validierung der identifizierten DCIS-Marker war mit Hilfe der ONCOMINE-
Datenbank moglich. So wurden bei dem Vergleich gesunder Brustgewebe, gegen invasiven
Brustkrebs, mittels ONCOMINE sechs der sieben DCIS-Marker in dem Datensatz von
Richardson et al. (Richardson et al. 2006) als signifikant hochreguliert identifiziert. MUCI
war in dieser Analyse nicht signifikant hochreguliert, zeigte aber in den vorangegangenen
Untersuchungen, ebenfalls eine geringere Expression in den IDC, als in den DCIS Proben.
Insgesamt bestétigte die Analyse mittels ONCOMINE, dass die identifizierten DCIS-Marker
auch in anderen Datensétzen eine signifikant erhohte Expression zeigen. Weiterhin konnte mit
Hilfe von ONCOMINE dokumentiert werden, dass beziiglich des Tumorgrades mit Aus-
nahme von MUC! und SPPI, alle Gene mit einem hohen Tumorgrad assoziiert waren. Eine
mogliche Erkldrung fiir die Assoziation der identifizierten DCIS-Marker mit einem hohen

Tumorgrad, konnte der hohe Anteil der high-grade DCIS sein, welche fiir die Analyse
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verwendet wurden. Weiterhin waren mit Ausnahme von MUCI, alle identifizierten Gene mit
einer schlechten Prognose assoziiert. Daher ist davon auszugehen, dass die identifizierten
DCIS-Marker nicht nur der Detektion von DCIS dienlich sind, sondern auch prognostische
Relevanz besitzen. DCIS, welche die identifizierten DCIS-Marker stark exprimierten, konnen
mit hoherer Wahrscheinlichkeit invasiv werden. Dies legen auch einige der bereits erwihnten

DCIS-Mikroarray-Studien nahe (Balleine et al. 2008; Ma et al. 2003; Nishidate et al. 2004).

Um die Expression, der in dieser Studie identifizierten DCIS-Marker auch auf Proteinniveau
zu bestitigen, wurden immunhistochemische Férbungen humaner Gewebe mit Hilfe
spezifischer Antikorper durchgefiihrt (Abb. 21). Fiir die sechs dargestellten DCIS-Marker
(MUC1, SPP1, RRM2, FOXMI1, DEPDCI1, NUSAP1) war zu erkennen, dass die Expression
des jeweiligen Proteins in den DCIS-Geweben (low-grade DCIS, high-grade DCIS) deutlich
anstieg. Die gesunden Kontrollen der Proteine MUC1, RRM2 sowie NUSAPI1, zeigten keine
Féarbung, wohingegen sich bei den Proteinen SPP1, FOXM1 und DEPDCI1 eine geringgradige
Féarbung zeigte. Diese geringgradige Farbung ist ein Zeichen dafiir, dass die Proteine auch im
gesunden Zustand in der Zelle exprimiert werden.

Fiir das Protein SPP1 wurde bereits durch immunhistochemische Farbungen nachgewiesen,
dass schon low-grade DCIS eine deutlich erhohte Expression von SPP1 zeigen (Oyama et al.
2002). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit bestétigt. Fiir das Protein RRM2 wurde
nachgewiesen, dass es in Krebszelllinien eine erhohte Expression zeigte (Lee et al. 2006).
Nun konnte in dieser Arbeit dargestellt werden, dass RRM2 in vivo in DCIS und IDC eine
deutlich erhohte Expression aufweist. Fiir MUC1 wurde bereits in einer gro3en immunhisto-
chemischen Studie gezeigt, dass MUCI in allen untersuchten DCIS Fillen exprimiert wurde
(de Roos et al. 2007). AuBerdem wurde fir MUC1 in immunhistochemischen Farbungen
humaner DCIS, eine luminale sowie eine zytoplasmatische Fiarbung beobachtet (Diaz et al.
2001). Dies stimmt mit den vorliegenden Ergebnissen iiberein, da in den DCIS Proben eine
Farbung der Lumen der Milchgédnge festzustellen war. Dabei bestand die Mehrheit der
gefarbten Zellen aus Epithelzellen. Bei den Proteinen FOXM1, DEPDCI1 und NUSAP1 waren
ebenfalls die epithelialen Bestandteile gefarbt. Zusitzlich waren auch im Stroma einzelne
gefarbte Zellen zu erkennen. Hierbei handelt es sich um Immunzellen. Fiir FOXM1 zeigten
Bektas et al. (Bektas et al. 2008) bereits, dass das Protein in Brustkrebsgewebe {liberexprimiert
ist. DEPDC1 wurde bisher nur im Blasenkrebs immunbhistoligisch untersucht (Kanehira et al.
2007). Dabei wurde unter anderem eine starke endogene Expression von DEPDCI im

Zellkern gezeigt. Diese war aufgrund der HE-Gegenfirbung in der vorliegenden
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Untersuchung nicht zu erkennen. Hingegen konnte eine zytoplasmatische Férbung von
DEPDC1 beobachtet werden. Auch NUSAPI ist nukleir lokalisiert. Durch Uberexpression
von NUSAPI1 konnte gezeigt werden, dass es im Zellkern zu einer Séttigung der NUSAPI
Expression kommt und NUSAP1 darauthin auch zytoplasmatisch nachgewiesen werden kann
(Raemaekers et al. 2003). NUSAP1 war in der vorliegenden Untersuchung ausschlieBlich
zytoplasmatisch nachweisbar, da eine eventuelle Kernfarbung aufgrund der HE-Gegenfarbung

nicht dargestellt werden konnte.

Uber das Gen DEPDCI sowie iiber die Funktion der darin enthaltenen DEP-Domine
(Disheveled, EGL-10, Pleckstrin-Doméne), ist bisher wenig bekannt. Viele an Signal-
transduktionsprozessen beteiligte Proteine enthalten jedoch diese Proteininteraktionsdoméne
(Martemyanov et al. 2003). Um die Funktion von DEPDCI besser zu charakterisieren,
wurden RNA-Interferenz Untersuchungen durchgefiihrt. In den verwendeten MDA-MB 231
Zellen konnte durch spezifischer siRNA gegen DEPDCI ein Knockdown-Effekt von etwas
80 % erreicht werden. Die sich anschlieBenden funktionellen Analysen zeigten, dass einerseits
das Wachstum der DEPDC1 siRNA behandelten Zellen minimiert war, zum anderen, sowohl
bei der Migrationsfahigkeit, als auch bei der Invasionsfahigkeit, deutliche Einschrankungen
bestanden. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass das Gen DEPDCI fir die Invasion der
Tumorzellen von entscheidender Bedeutung ist. Aullerdem wiirde die Inhibition der DEPDC1
Expression eine mogliche Therapie fiir DCIS- und Brustkrebspatientinnen darstellen. Bereits
bei dem von Kanehira et al. (Kanehira et al. 2007) durchgefiihrten DEPDCI Knockdown in
Blasenkrebszellen wurde gezeigt, dass die Féhigkeit zur Bildung von Kolonien sowie die
Viabilitdt der Zellen, mit verminderter DEPDC1 Expression signifikant eingeschriankt waren.
Ferner zeigten Kanehira et al., dass die Apoptoserate in den DEPDCI siRNA behandelten
Zellen leicht erhoht war. Dies konnte in der vorliegenden Untersuchung zur Apoptose-
héufigkeit von MDA-MB 231 Zellen mit verringerter DEPDC1 Expression nicht bestatigt
werden. Dies bedeutet, dass die Expression von DEPDCI keinen Einfluss auf das
apoptotische Verhalten der MDA-MB 231 Zellen hat. Die abweichenden Ergebnisse im
Bezug auf die Apoptose sind moglicherweise den unterschiedlichen verwendeten Zelllinien
zuzuschreiben. Auflerdem war bei den von Kanehira et al. durchgefiihrten Apoptoseversuchen
allgemein eine recht hohe Apoptoserate zu verzeichnen. Dies weist darauf hin, dass einige der

Zellen durch die Transfektion in die Apoptose iibergegangen sind.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sieben DCIS-Marker identifiziert werden konnten,
welche sowohl fiir die Detektion, als auch fiir die Prognose von DCIS von Bedeutung sind.
Die Beobachtung, dass die Genexpression der DCIS-Lasionen der Genexpression der
invasiven Mammakarzinomen sehr stark dhnelt, zeigt von welcher Relevanz eine friihe
Erfassung und Behandlung des DCIS ist. Die Expression der identifizierten DCIS-Marker ist
bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt in der DCIS-Entstehung signifikant verstarkt, was fiir
die Verwendung als Detektionsmarker von entscheidender Bedeutung ist. Die identifizierten
DCIS-Marker konnen als Ansatzpunkt fiir verschiedene Detektionsmoglichkeiten heran-
gezogen werden. So konnten fluoreszenz- bzw. radionuklidmarkierte Antikorper oder
fluoreszenz- bzw. radionuklidmarkierte niedermolekulare synthetische Molekiile (Small
Molecules), welche an die identifizierten DCIS-Marker binden, synthetisiert werden.
Kombiniert mit der Technik der Mammographie, kdnnte ein solcher Ansatz die Detektion von
DCIS-Lisionen entscheidend verbessern. Durch eine Verbesserung der DCIS-Detektion wird
es aufgrund der guten Behandlungsmoglichkeiten des DCIS langfristig zu einer deutlichen

Senkung der Brustkrebsmortalitdt kommen.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung neuer molekularer Marker fiir das duktale
In-situ-Karzinom (DCIS) der Mamma. Das DCIS ist ein gut zu therapierender Vorldufer des
invasiven Mammakarzinoms. Da die Detektion des DCIS zum gegenwirtigen Zeitpunkt
unzureichend ist, wurde mit Hilfe der Mikroarray-Technologie nach molekularen Markern
gesucht, welche in Zukunft eine frithere und prézisere Detektion des DCIS erlauben sollen.
Unter Verwendung eines Mausmodells fiir das duktale In-situ-Karzinom war es moglich,
sieben DCIS-Marker zu identifizieren, welche eine signifikant erhéhte Expression in den
DCIS und den invasiven Tumorgeweben zeigten. Die im Mausmodell identifizierten DCIS-
Marker sind: Mucl, Sppl, Rrm2, Foxml, Exol, Depdcl und Nusapl. Es ist hervorzuheben,
dass die Expression der identifizierten DCIS-Marker bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt
in der DCIS-Entstehung signifikant verstdrkt war. Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR konnte
die Expression der identifizierten DCIS-Marker validiert werden. Zusitzlich wurde die
Expression der DCIS-Marker in einer Gruppe humaner Gewebe analysiert. Hierbei konnte
bestitigt werden, dass die identifizierten DCIS-Marker auch in den humanen Karzinom-
geweben eine signifikant erhohte Expression zeigten. Auflerdem war zu beobachten, dass das
Expressionsprofil der DCIS-Lédsionen weitgehend mit dem invasiver Mammakarzinome
iibereinstimmt. Die differentielle Expression der identifizierten DCIS-Marker in den humanen
Karzinomgeweben wurde in vivo mittels Immunhistochemie auch auf Proteinniveau bestitigt.
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der identifizierten DCIS-Marker ebenso
in anderen Patientenkohorten prognostische Relevanz besitzen. Die Ubereinstimmung der
Genexpression der DCIS-Lasionen mit der Expression der invasiven Karzinome verdeutlicht
die Relevanz einer frithen Erfassung und Behandlung des DCIS.

Bei den identifizierten DCIS-Markern EXO1, DEPDCI und NUSAPI handelt es sich um
Gene, welche im Kontext des Mammakarzinoms bisher nicht in Erscheinung getreten sind.
Da iiber die Funktion des Gens DEPDC1 zum gegenwértigen Zeitpunkt wenig bekannt ist,
wurden durch RNA-Interferenz und anschlieBende funktionelle Analysen das Gen DEPDC]
ndher charakterisiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass DEPDCI fiir das Wachstum, die
Migration sowie die Invasion von humanen Brustkrebszellen von Relevanz ist.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass mit den durchgefiihrten Analysen sieben DCIS-
Marker identifiziert werden konnten, welche sowohl fiir die frithe Detektion, als auch fiir die
Prognose von DCIS von Bedeutung sind. Durch eine Verbesserung der DCIS-Detektion wird

es langfristig zu einer deutlichen Senkung der Brustkrebsmortalitdt kommen.
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6. Summary

The ductal carcinoma in situ (DCIS) of the mammary gland represents an early, pre-invasive
stage in the development of invasive breast carcinoma. At this point in time detection of DCIS
is suboptimal, up to 45 % of DCIS are not identified by mammography. Since DCIS is a
highly curable disease, identification of molecular markers that allow a better detection of
DCIS is highly desirable.

Mice, which are transgenic for the WAP-SV40 early genome region, served as a model for the
development of DCIS in this study. In order to identify specific DCIS markers, Affymetrix
GeneChip® analysis was performed. By comparing healthy controls with premalignant and
malignant lesions seven significantly upregulated genes were identified. The identified DCIS
markers are: Mucl, Sppl, Rrm2, Foxml, Exol, Depdcl and Nusapl. All DCIS markers were
validated by quantitative RT-PCR. Furthermore, the analysis revealed huge similarities in the
expression profile of DCIS and invasive breast carcinomas. This accounts for the fact, that
early treatment of DCIS is of great importance. As a next step, these markers were
investigated in human tissue samples by microarray analysis. Besides, expression of the
identified DCIS markers was validated by quantitative RT-PCR and immunohistochemistry.
This investigation revealed a strong upregulation of the candidate genes in human DCIS
leading to the conclusion that they work as early detection markers in human DCIS.
Furthermore, it could be shown, that the identified DCIS markers are associated with a poor
prognosis.

Some of the identified markers are already known to be related to DCIS, others are unknown
in the context of DCIS or breast cancer. The unknown and therefore particularly interesting
genes are EXOI, DEPDCI and NUSAPI. Since the molecular functions of DEPDCI are
unknown, RNA interference experiments of DEPDCI were performed. Functional analysis
showed that DEPDC1 seems to be an important gene for proliferation as well as for migration
and invasion. Hence, DEPDCI1 seems to be a very powerful tumor marker and might be
suitable as a therapeutic target.

The identified DCIS markers have the power to serve as a further step in improving prognosis
and therapy of DCIS, because they are useful for early detection of DCIS as well as for

prognosis. An earlier detection of DCIS will benefit patient survival and treatment options.
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8. Anhang
Tab. 14: Qualitiits-Kontrollmafie der Mouse Genome 430 2.0 GeneChips®
Signatur RawQ Scale F. | Backgr. | Présent (g-fc: G(ill’i))l-l
WKE-CS1_126HR3 3.02 0.673 86.32 52.3 3.05 3.24
Q WKE-CS2 127HR3 3.36 0.482 98.59 54.5 2.06 3.47
% WKE-CS3 0808 128HRI1 4.33 0.424 145.15 50.6 2.56 2.59
R | WKE CS45 221 HRI 2.64 0.68 77.07 53.1 3.32 4.06
WKE CS46 220 HR1 2.72 0.616 82.15 53.9 2.96 3.73
- WKE CS5 157 HL1 3.7 0.4 114.16 56.9 2.04 4.62
g WKE CS6 166HL3 4.18 0.339 127.83 58.6 1.53 3.33
2 WKE CS7 167HRI1 3.22 0.465 98.55 54.4 2.28 3.16
g WKE CS8 169VR 3.38 0.422 201.19 54.3 2.33 2.88
WKE CS10 156HL3 3.73 0.44 113.66 55.6 1.67 2.61
WKE CS11 132HR3 2.74 0.527 76.24 55.9 2.81 5.14
WKE CS12 140HR1 291 0.5 81.41 54.3 2.76 3.49
E WKE CS13 144HR1 2.51 0.623 74.68 53.1 3.12 4.13
WKE CS14 149HLI 2.88 0.567 85.12 54.3 2.69 5.5
WKE CS17 181HRI1 2.22 0.6 68.43 54.3 2.94 6.68
WKE CS18 137HL3 2.25 0.724 69.08 54.7 3.95 5.95
WKE CS19 145 HR3 2.54 0.642 80.63 54.4 2.74 6.87
E WKE CS20 154HR3 2.51 0.645 79.35 53.7 291 7.96
WKE CS36 197 HR1 2.55 0.696 107.95 54.7 2.35 4.53
WKE CS37 198 HR1 2.53 0.685 107.43 56 2.33 3.82
WKE CS22 204HR1 2.48 0.668 70.29 56 3.17 4.53
WKE CS24 214HR3 2.33 0.702 69.02 55.3 2.37 5.08
;) WKE CS25 159HR3 2.12 0.835 66.49 53.4 4.08 5.48
WKE CS26 161HLI 2.39 0.67 76.91 53.8 2.92 4.93
WKE CS28 212 HR1 3.21 0.631 95.63 53.3 2.18 6.11
WKE CS29 164 HL3 3.03 0.626 90.33 54.8 3.7 7.34
WKE CS30 174 HR3 2.59 0.887 80.21 54 7.42 7.7
E WKE CS38 186 HR1 2.83 0.554 116.82 55.8 2.64 3.32
WKE CS40 210 VR 2.87 0.589 119.95 53.8 3.55 3.44
WKE CS42 216 VR 2.67 0.529 112.15 56.4 2.14 2.6
WKE CS32 204 HL1 3.02 0.487 95.32 56.7 2.06 6.28
WKE CS43 168 VL 1.94 0.62 52.38 57.7 2.23 3.66
E WKE CS44 205 HR1 2.36 0.486 64.09 57.3 2.31 3.11
WKE CS49 175 VL 3.12 0.519 87.73 553 2.5 1.96
WKE CS50 189 HR3 3.95 0.58 125.8 50.5 2.69 3.33
WKE CS21 204Tl1 2.45 0.597 68.03 55.5 2.45 5.95
= WKE CS27 212 Tl 2.72 0.566 79.06 55.6 3.22 7.07
5 WKE CS31 199T2 2.76 0.575 85.3 55.3 2.32 4.81
& | WKE CS39 186 Tl 2.68 0.505 111.93 56.1 2.08 3.8
WKE CS41 185 T2 2.69 0.486 113.61 56.1 1.91 2.57
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Tab. 15: Durch Analyse der Mouse Genome 430 2.0 GeneChips® identifizierte 173 Probe Set Liste

Probe Set ID Gene Symbol Gene Title
1415810 at Uhrfl ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1
1415811 at Uhrfl ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1
1415849 s at Stmnl stathmin 1
minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S.
1415945 at Mcm5 cerevisiae)
Cenbl /// Cenbl-rs1 /// cyclin B1, related sequence 1 /// cyclin B1 /// predicted gene,
1416076 _at EG434175 /// LOC667005 EG434175 /// similar to cyclin Bl
1416120 at Rrm2 ribonucleotide reductase M2
minichromosome maintenance deficient 6 (MIS5 homolog, S.
1416251 at Mcm6 pombe) (8. cerevisiae)
1416299 at Shcbpl Shc SH2-domain binding protein 1
1416309 at Nusapl nucleolar and spindle associated protein 1
1416558 at Melk maternal embryonic leucine zipper kinase
1416664 at Cdc20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
1416802 a at Cdcas cell division cycle associated 5
budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog, beta (S.
1416961 at Bublb cerevisiae)
1417019 a at Cdc6 cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)
1417323 at Psrcl proline/serine-rich coiled-coil 1
1417450 a at Tacc3 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3
Cks2 /// LOC100039474 /// CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 /// similar to Cyclin-
1417457 at LOC100044764 dependent kinases regulatory subunit 2 (CKS-2)
Cks2 /// LOC100039474 /// CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 /// similar to Cyclin-
1417458 s at LOC100044764 dependent kinases regulatory subunit 2 (CKS-2)
1417541 at Hells helicase, lymphoid specific
1417587 at Timeless timeless homolog (Drosophila)
1417618 at Itih2 inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2
1417910 at Ccna2 cyclin A2
1417911 at Ccna2 cyclin A2
1418026 at Exol exonuclease |
1418175 at Vdr vitamin D receptor
1418264 at Cenpk centromere protein K
1418281 at Rad51 RADS51 homolog (S. cerevisiae)
1418856 a at Fanca Fanconi anemia, complementation group A
1418919 at Sgoll shugoshin-like 1 (S. pombe)
1419153 at 2810417H13Rik RIKEN cDNA 2810417H13 gene
1419513 a at Ect2 ect2 oncogene
1419735 at Csn3 casein kappa
1419943 s at Ccnbl cyclin Bl
1420369 a at Csn2 casein beta
1420627 a at Csnlsl casein alpha sl
1420683 at Bnipl BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein like
1421001 a at Car6 carbonic anhydrase 6
1421546 a at Racgapl Rac GTPase-activating protein 1
1422430 at Fignll fidgetin-like 1
1422462 at Ube2t ubiquitin-conjugating enzyme E2T (putative)
1422513 at Cenf cyclin F
1422814 at Aspm asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila)
1423123 at Rad541 RAD54 like (S. cerevisiae)
1423124 x at Rad541 RADS54 like (S. cerevisiae)
1423174 a at Pard6b par-6 (partitioning defective 6) homolog beta (C. elegans)
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1423463 a at D2Ertd750e DNA segment, Chr 2, ERATO Doi 750, expressed
1423774 a at Prcl protein regulator of cytokinesis 1
1423775 s at Prcl protein regulator of cytokinesis 1
1423847 at Ncapd2 non-SMC condensin I complex, subunit D2
1423877 at Chaflb chromatin assembly factor 1, subunit B (p60)
1423920 at Ncaph non-SMC condensin I complex, subunit H
1424046 at Bubl budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (S. cerevisiae)
1424105 a at Pttgl pituitary tumor-transforming 1
SPC25, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S.
1424118 a at Spc25 cerevisiae)
1424128 x at Aurkb aurora kinase B
1424143 a at Cdtl chromatin licensing and DNA replication factor 1
1424278 a at Birc5 baculoviral IAP repeat-containing 5
1424292 at Depdcla DEP domain containing la
1424511 at Aurka aurora kinase A
1424629 at Brcal breast cancer 1
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency
1424766 at Ercc6l complementation group 6 - like
1424971 at Ccdc99 coiled-coil domain containing 99
1425121 a at BC006965 cDNA sequence BC006965
1425815 a at Hmmr hyaluronan mediated motility receptor (RHAMM)
1426817 at Mki67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67
1427161 at Cenpf centromere protein F
1427275 at Smc4 structural maintenance of chromosomes 4
1427707 a at Stil Scl/Tall interrupting locus
1428104 at Tpx2 TPX2, microtubule-associated protein homolog (Xenopus laevis)
1428485 at Carl2 carbonic anyhydrase 12
1429171 a at Ncapg on-SMC condensin I complex, subunit G
1429172 a at Ncapg on-SMC condensin I complex, subunit G
NUF2, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S.
1430811 a at Nuf2 cerevisiae)
1433408 a at Mcml10 minichromosome maintenance deficient 10 (S. cerevisiae)
1433543 at Anln anillin, actin binding protein (scraps homolog, Drosophila)
1433893 s at Spag5 sperm associated antigen 5
1434280 at
1434437 x at Rrm2 ribonucleotide reductase M2
1434695 at Dtl denticleless homolog (Drosophila)
1434748 at Ckap2 cytoskeleton associated protein 2
1434767 at C79407 expressed sequence C79407
1434850 at Iqgap3 1Q motif containing GTPase activating protein 3
1435306 a at Kifll kinesin family member 11
potassium intermediate/small conductance calcium-activated
1435945 a at Kcnn4 channel, subfamily N, member 4
1436170 a at Csnls2a casein alpha s2-like A
1436186 at E2£8 E2F transcription factor 8
1436707 x at Ncaph non-SMC condensin I complex, subunit H
1437313 x at Hmgb2 high mobility group box 2
1437611 x at Kif2c kinesin family member 2C
1437716 x at Kif22 kinesin family member 22
minichromosome maintenance deficient 6 (MIS5 homolog, S.
1438852 x at Mcm6 pombe) (S. cerevisiae)
1439040 at Cenpe centromere protein E
1439377 x at Cdc20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
1448191 at Plk1 polo-like kinase 1 (Drosophila)
1448205 at Ccnbl /// Cenbl-1s1 cyclin B1, related sequence 1 /// cyclin Bl
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1448226 at Rrm2 ribonucleotide reductase M2
1448314 at Cdc2a cell division cycle 2 homolog A (S. pombe)
1448466 at Cdcas cell division cycle associated 5
1448627 s at Pbk PDZ binding kinase
1448752 at Car2 carbonic anhydrase 2
1449104 at Upk3a uroplakin 3A
1449171 at Ttk Ttk protein kinase
1449199 at Mucl mucin 1, transmembrane
1449207 a at Kif20a kinesin family member 20A
1449254 at Sppl secreted phosphoprotein 1
1449431 at Trpc6 transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6
1449699 s at C330027C09Rik RIKEN cDNA C330027C09 gene
1449708 s at Chekl checkpoint kinase 1 homolog (S. pombe)
1449877 s at Kifcl /// LOC100044746 kinesin family member C1 // similar to Kifcl protein
1450196 s at Gysl glycogen synthase 1, muscle
1450496 a at 2810433K01Rik RIKEN cDNA 2810433K01 gene
1450677 at Chekl checkpoint kinase 1 homolog (S. pombe)
1450692 at Kif4 kinesin family member 4
1450862 at Rad541 RAD54 like (S. cerevisiae)
1450886 at Gsg2 germ cell-specific gene 2
1450920 at Ccnb2 cyclin B2
1451128 s at Kif22 kinesin family member 22
1451246 s at Aurkb aurora kinase B
1451358 a at Racgapl Rac GTPase-activating protein |
1451407 at Igsf5 /// Pcp4 Purkinje cell protein 4 /// immunoglobulin superfamily, member 5
1451424 at Gabrp gamma-aminobutyric acid (GABA-A) receptor, pi
1451483 s at 1700054N08Rik RIKEN cDNA 1700054N08 gene
1451851 a at Csn3 casein kappa
1452040 a at Cdca3 cell division cycle associated 3
1452242 at Cep55 centrosomal protein 55
1452305 s at Cenpn centromere protein N
1452314 at Kifl1 kinesin family member 11
1452458 s at Ppil5 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin) like 5
1452459 at Aspm asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila)
1452534 a at Hmgb2 high mobility group box 2
1452954 at Ube2c ubiquitin-conjugating enzyme E2C

4933413G19Rik /// Foxml /// | forkhead box M1 /// phosphatidylethanolamine binding protein 1 ///
1453107 s at Pebpl RIKEN cDNA 4933413G19 gene
1454694 a at Top2a topoisomerase (DNA) II alpha
1455990 at Kif23 kinesin family member 23
1420081 s at D2Ertd750e DNA segment, Chr 2, ERATO Doi 750, expressed
1428304 at Esco2 establishment of cohesion 1 homolog 2 (S. cerevisiae)
1428480 at Cdca8 cell division cycle associated 8
1428481 s at Cdca8 cell division cycle associated 8
1428827 at Whscl Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 (human)
1429095 at Cenpp centromere protein P
1429658 a at Smc2 structural maintenance of chromosomes 2
1429660 s at Smc2 structural maintenance of chromosomes 2

SPC24, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S.

1431087 at Spc24 cerevisiae)
1434734 at E130016E03Rik RIKEN cDNA E130016E03 gene
1434789 at Depdclb DEP domain containing 1B
1435005 at Cenpe centromere protein E
1435575 at Kntcl kinetochore associated 1
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1435938 at Ckap21 cytoskeleton associated protein 2-like
1436239 at Slc5a5 solute carrier family 5 (sodium iodide symporter), member 5
1436723 at Cenpi centromere protein I
minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S.
1436808 x at Mcm5 cerevisiae)
1436847 s at Cdca8 cell division cycle associated 8
1437019 at 2200001115Rik RIKEN cDNA 2200001115 gene
1437370 at Sgol2 shugoshin-like 2 (S. pombe)
1437580 s at Nek2 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 2
1438434 at Arhgaplla Rho GTPase activating protein 11A
1439520 at Dtl denticleless homolog (Drosophila)
1439695 a at Kif20b kinesin family member 20B
1441757 at 1190002F15Rik RIKEN ¢cDNA 1190002F15 gene
1443694 at Rgs20 regulator of G-protein signaling 20
1443933 at Tc2n tandem C2 domains, nuclear
budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog, beta (S.
1447363 s at Bublb cerevisiae)
1452806 at 1500016010Rik RIKEN cDNA 1500016010 gene
1452912 at Dsccl defective in sister chromatid cohesion 1 homolog (S. cerevisiae)
1453067 at Apitdl apoptosis-inducing, TAF9-like domain 1
1453226 at 3000004C0O1Rik RIKEN ¢cDNA 3000004C01 gene
1454744 at F630043A04Rik RIKEN cDNA F630043A04 gene
1455818 at 4930427A07Rik RIKEN cDNA 4930427A07 gene
1455983 at Cdca2 cell division cycle associated 2
1456077 x at Cdc25¢ cell division cycle 25 homolog C (S. pombe)
1456280 at Clspn claspin homolog (Xenopus laevis)
1457026 at Liph lipase, member H
1458374 at C79407 expressed sequence C79407
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Tab. 16: Signifikante GO-Kategorien fiir die murine 173 Probe Set Liste. Die GO-Kategorien sind

entsprechend ihrer korrigierten p-Werte sortiert.

GO - Term / GO - Kategorie

korregierter p - Wert

Prozentualer Anteil

cell cycle 0.0E+00 3.8
cell cycle process 0.0E+00 2.4
cell cycle phase 0.0E+00 2.0
M phase 0.0E+00 1.7
cell division 0.0E+00 1.5
mitotic cell cycle 0.0E+00 1.5
M phase of mitotic cell cycle 0.0E+00 1.1
mitosis 0.0E+00 1.1
chromosome, centromeric region 1.2E-24 0.5
condensed chromosome 3.3E-20 0.6
chromosome 4.1E-20 2.5
microtubule cytoskeleton 2.7E-19 2.6
spindle 8.1E-17 0.6
chromosomal part 3.8E-16 2.0
non-membrane-bounded organelle 2.8E-15 12.4
intracellular non-membrane-bounded organelle 2.8E-15 12.4
chromosome segregation 2.5E-14 0.4
condensed chromosome, centromeric region 4.5E-13 0.3
cytoskeletal part 1.3E-12 43
nucleus 4.4E-11 26.4
kinetochore 5.8E-11 0.3
condensed chromosome kinetochore 8.6E-11 0.2
microtubule-based process 1.7E-10 1.3
DNA metabolic process 2.7E-10 2.1
cytoskeleton 1.7E-09 6.3
microtubule 8.6E-08 1.4
microtubule motor activity 1.9E-07 0.4
ATP binding 2.5E-07 7.8
adenyl ribonucleotide binding 3.5E-07 7.9
meiosis 7.4E-07 0.5
M phase of meiotic cell cycle 7.4E-07 0.5
meiotic cell cycle 8.2E-07 0.5
adenyl nucleotide binding 1.3E-06 8.4
mitotic sister chromatid segregation 2.9E-06 0.1
sister chromatid segregation 3.8E-06 0.1
chromosome condensation 3.8E-06 0.1
organelle organization and biogenesis 5.9E-06 7.2
cytoskeleton organization and biogenesis 7.0E-06 2.7
response to DNA damage stimulus 7.4E-06 1.6
ribonucleotide binding 1.0E-05 10.0
purine ribonucleotide binding 1.0E-05 10.0
microtubule-based movement 1.0E-05 0.6
spindle microtubule 1.0E-05 0.1
microtubule associated complex 1.2E-05 0.7
DNA replication 1.4E-05 0.8
mitotic chromosome condensation 1.5E-05 0.1
microtubule cytoskeleton organization and biogenesis 2.0E-05 0.5
purine nucleotide binding 3.0E-05 10.4
cytoskeleton-dependent intracellular transport 5.4E-05 0.8
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DNA repair 7.0E-05 1.2
spindle pole 1.4E-04 0.1
motor activity 1.8E-04 0.9
cytokinesis 2.8E-04 0.2
cellular process 1.4E-03 62.5
intracellular organelle part 1.7E-03 21.9
nucleotide binding 1.8E-03 12.2
organelle part 1.9E-03 22.0
meiosis | 1.9E-03 0.2
cellular component organization and biogenesis 3.5E-03 11.0
intracellular organelle 4.6E-03 49.2
organelle 4.8E-03 49.2
midbody 5.0E-03 0.1
intracellular 6.8E-03 60.6
double-strand break repair via homologous recombination 1.0E-02 0.1
recombinational repair 1.0E-02 0.1
intracellular part 1.0E-02 57.7
organelle localization 1.0E-02 0.3
centrosome 1.6E-02 0.9
intracellular membrane-bounded organelle 2.9E-02 42.3
membrane-bounded organelle 3.1E-02 423
chromosome organization and biogenesis 3.4E-02 2.5
chromosome localization 3.4E-02 0.0
establishment of chromosome localization 3.4E-02 0.0
microtubule organizing center 3.5E-02 1.0
condensed nuclear chromosome, centromeric region 5.7E-02 0.0
condensed nuclear chromosome 8.3E-02 0.2

Tab. 17: Qualitits-Kontrollmafle der humanen GeneChips®

(3°/5) 3°/5)
Signatur RawQ Scale F. | Backgr. Present B-Act GAPDH
wke-cs-h15-ges301006 1.71 2.08 50.2 45.90% 10.18 53
B | wke-cs-h14-ges171006 1.87 1.93 55.84 45.80% 5.43 3.1
§ wke-cs-h13-ges19906 1.85 1.84 54.89 50.70% 3.62 1.9
O | wke-cs-h12-ges22806li 1.78 1.76 50.35 49.70% 3.02 2.5
wke-cs-h11-ges22906re 1.93 1.54 54.28 49.00% 3.04 2.0
wke-cs-h01-25707dcis 1.78 1.74 45.28 49.60% 5.82 2.7
wke-cs-h04-1838dcis 2.15 1.88 59.88 47.40% 5.31 29
wke-cs-h10-23408dcis 1.77 1.69 49.5 49.80% 443 32
w | Wke-cs-h09-30107dcis 1.8 1.61 51.74 50.10% 6.45 4.0
O | wke-cs-h08-121206dcis 1.81 1.79 51.05 50.10% 5.26 2.6
= wke-cs-h07-281106dcis 1.8 1.68 47.71 48.90% 6.07 2.9
wke-cs-h06-171106dcis 1.77 1.61 47.98 50.90% 4.79 2.5
wke-cs-h05-251006dcis 1.76 1.51 47.23 52.00% 447 3.1
wke-cs-h02-21007dcis 2.07 1.74 53.29 49.50% 5.45 3.5
wke-cs-h20-tm1906 1.88 1.86 56.97 48.30% 3.15 2.0
wke-cs-h19-tm3447 1.7 1.75 52.64 50.00% 2.79 1.9
Lé wke-cs-h18-tm3016 1.67 2.26 49.28 46.00% 3.08 1.8
wke-cs-h17-tm2920 1.86 1.74 53.28 48.90% 245 1.9
wke-cs-h16-tm6207 1.94 1.84 56.82 46.40% 2.87 1.9
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