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Mouse’s Tale

Fury said to
a mouse, That
he met
in the

house,
‘Let us
both go
to law:
I will
prosecute
you. —
Come, I'll
take no
denial;
We must
have a

trial:

For
really

this
morning

I've
nothing
to do.’

Said the

mouse to
the cur,
Such a
trial,
dear sir,
With no
jury or
Jjudge,
would be
wasting
our breath.’
‘T'll be
judge,
I'll be
jury.’
Said
cunning
old Fury;
‘Tl try
the whole
cause
and
condemn
you
to
death.’

Lewis Carrol, Alice’s Adventures in Wonderland, 1865
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Kapitel 1

Einleitung

In Deutschland erkranken derzeit jéhrlich rund 206.000 Frauen an Krebs [74]. Davon stellt
Brustkrebs, mit 57.000 Neuerkrankungen pro Jahr, die haufigste Krebserkrankung dar.
Unter Kindern sind derzeit rund 18.000 Krebsneuerkrankungen pro Jahr zu beobachten
[75]. Den grofiten Anteil davon bilden mit etwa 4.000 Neuerkrankungen jéhrlich die ZNS-
Tumore. Als einer der wichtigsten Vertreter dieser Tumorklasse ist das Neuroblastom eine
der héufigsten bosartigen Krebserkrankungen im Kindesalter. Sowohl vom medizinischen
Standpunkt, als auch volkswirtschaftlich sind Moglichkeiten zur Prognose und Therapie
dieser beiden Krebsarten sehr wiinschenswert.

Im Zentrum dieser Arbeit standen zwei Modelle zur Beschreibung von zwei Eigenschaf-
ten, die die Aggressivitdt von Tumoren mitbestimmen. Mittels Genexpressionsanalysen
und genomischen Analysen wurden in Neuroblastomen Determinanten der Metastasierung
und in Brusttumoren Determinanten der Differenzierung untersucht. Modelliibergreifend
sollte dabei das Potential einer Integration der genomischen und transkriptomischen Daten

evaluiert werden.
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Abbildung 1.1: Haufigkeit der wichtigsten Tumore bei Frauen (links) und im Kindesalter
(rechts). Die Daten sind den aktuellen Broschiiren des Robert Koch Instituts [74] [75]
entnommen. Zeitraum der Datenerhebung: 1997-2006 (Kinder) und 2004 (Frauen).
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1.1 Tumoren und Progression

Verschiedene Befunde sprechen dafiir, dafs Tumore durch genetische Verédnderung entste-
hen. Sowohl die Aktivierung als auch die Inaktivierung kritischer Gene kénnen demgemafs
Tumorwachstum verursachen. Verbreitet ist das Modell des klonalen Wachstums. Dabei
entstehen Tumore aus einer einzelnen maligne entarteten Zelle. Die Eigenschaften der Ma-
lignitdt gehen von der Mutter- zur Tochterzelle iiber. Da mitunter mehrere Mutationen
oder Aberrationen fiir eine vollstdndige Auspridgung des malignen Phénotyps verantwort-
lich sind, allgemein auch als Mehrschritt-Karzinogenese bezeichnet, geht das Modell der
klonalen Evolution davon aus, daf die mutagenen Ereignisse den Zellklonen einen Uberle-

bensvorteil bieten.

Die Ausbreitung transformierter Zellen im Organismus wird allgemein als Tumorprog-
ression bezeichnet. Zu Beginn weisen die Zellen noch Zeichen der Differenzierung auf. Die
Tumorprogression ist durch eine zunehmende Entdifferenzierung oder Fehldifferenzierung
gekennzeichnet. Der Grad der Differenzierung bzw. Fehldifferenzierung ist ein Charakte-
ristikum fiir die Malignitdt. Besonders aggressive Tumore konnen im weiteren Verlauf die
Zell-Zell-Adhésion verlieren. Einzelne Zellen oder kleinere Zellgruppen kénnen dann den
Zellverband verlassen. Wéhrend der folgenden Metastasierung durchdringen diese Zellen
die Blut- oder Lymphgefiafe und gelangen in ferne Korperorgane, wo sie sich einnisten und

neue Geschwiilste bilden konnen.

1.1.1 Konzepte der Differenzierung

Die Differenzierung ist ein Maf fiir den Ausreifungsgrad der Tumorzellen. Normalerweise
unterliegen Zellteilung, Differenzierung und Apoptose der Zellen genauen homoostatischen
Kontrollmechanismen. Im neoplastischen Gewebe ist die Homo6ostase zulasten der Differen-
zierung und Apoptose in Richtung Proliferation verschoben und die Apoptose blockiert. In
gut differenzierten Geweben kann die Gewebestruktur morphologisch veréndert, aber insge-
samt erhalten sein. Geringer differenzierte Tumore weisen Tumorareale mit und ohne dem
Ursprungsgewebe dhnlicher Struktur auf. In entdifferenzierten Karzinomen ist oft nicht
mehr erkennbar, aus welchem Gewebe der Tumor entstand. Der Grad der Differenzierung
wird in den Stufen G1 (differenziert) bis G4 (undifferenziert) angegeben. Fiir viele Tumo-
re ist ein enger Zusammenhang zwischen Tumordifferenzierung und klinischer Prognose

nachgewiesen worden [175].
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Abbildung 1.2: Verschiedene Differenzierungsgrade am Beispiel eines einschichtigen,
schleimbildenden Zylinderepithels.

n, normaler Driisenschlauch; a, geringgradige Entdifferenzierung, Schleimbildung z.T. noch
erhalten; b, hochgradige Entdifferenzierung, Driisenschlauchstruktur noch erhalten; ¢, voll-
stdndige Entdifferenzierung mit Verlust der Driisenstruktur (nach Wagener, 1999; nach
Zollinger, 1974).

Durch die Verzahnung der Prozesse ist der spezifische Einfluss von Onkogenen auf
die einzelnen Abldufe wie Differenzierung, Invasion, Angiogenese oder Metastasierung oft
nur sehr schlecht zu trennen. Haufig als Wachter des Genoms bezeichnet [90], spielt p53
in der Tumorentwicklung eine wichtige Rolle. Es kontrolliert Reparaturmechanismen bei
DNA-Schéaden und Gene, die an der Kontrolle von Zellzyklus und Apoptose beteiligt sind.
Weitere Gene, denen mehrfach wichtige Rollen nachgewiesen wurden, kodieren fiir Bin-
dungspartner von p53, z.B. MDM2, Zelladhésionsmolekiile der CEA-Familie oder CD44
sowie Transkriptionsfaktoren wie MYC. Speziell in Brusttumoren sind die beiden Gene
BRCA1 und BRCA2 fiir ca. 80% der familiaren, friith auftretenden Brustkrebsfalle verant-
wortlich [175].

1.1.2 Konzepte der Metastasierung

Die Vorginge wahrend der Metastasierung sind sehr organisiert, duflerst komplex und bei
weitem noch nicht vollstindig verstanden. Sie erfolgen in mehreren verzahnten Stufen,
wahrend derer Tumorzellen den Priméartumor verlassen, in den Blutkreislauf gelangen, an
einen weiter entfernten Ort des Korpers gelangen, sich dort einnisten und erneut wachsen.
In der ersten Stufe, der Invasion, ist der Tumor durch lockere Zell-Zell-Adhésion, erhohte
Proliferation und Motilitdt sowie eine herabgesetzte Alterung der malignen Zellen gekenn-
zeichnet [I75]. Wihrend der Intravasation penetrieren die Tumorzellen das Endothel der

Blut- oder Lymphgefife. Zum Uberleben miissen sie eine erhohte Resistenz gegeniiber dem
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Immunsystem, z.B. Zytokinen, und eine herabgesetzte Apoptose aufweisen [I7]. Uber die
Geféfssysteme werden sie in entfernte Korperorgane transportiert. Gelangen sie dabei zu
einer Nische, die ihnen gute Wachstumsbedingungen bietet, nisten sie sich dort ein. Ob die
metastatische Nische aktiv geschaffen wird oder die Einnistung passiv erfolgt, ist jedoch

noch nicht geklért.

Die grundlegenden Mechanismen werden kontrovers diskutiert. Ein Modell geht davon
aus, dak sich einige disseminierte Tumorzellen vom Primértumor absiedeln und erst nach
der Extravasation einige Zellen die zusatzliche Fahigkeit zur Metastasenbildung erlangen
[34]. Demgegeniiber steht die Theorie, dergeméfs bereits wiahrend der Etablierung des Pri-
mértumors Zellen mit erh6htem metastatischem Potential entstehen [58] 22]. Hierbei han-
delt es sich nicht um eine Akkumulation, sondern um primére genetische Verdnderungen,
die das Schicksal der Zelle von Beginn an bestimmen. Jiingst werden einige dieser Zel-
len mit sogenannten Krebs-Stammzellen in Verbindung gebracht, die haufig eine Resistenz

gegen klassische Therapien aufweisen [50].

1.2 Mausmodelle

Ein Verstédndnis der Biologie von Tumoren ist nur dann adidquat moglich, wenn die Un-
tersuchungen in vivo durchgefithrt werden. Es ist kaum mdglich in Zellkultur das dufterst
komplexe Umfeld eines kompletten Organismus zu simulieren. Humane Patientenproben
bieten den Vorteil einer guten Wiedergabe der biologischen Situation. Andererseits bieten
sie lediglich eine Momentaufnahme eines Prozesses, der sich von Patient zu Patient unter-
scheidet. Nicht zuletzt unterscheidet sich der biologische und medizinische Werdegang, der
zur Tumorentstehung und Progression gefiihrt hat. Diese Faktoren erschweren eine Analyse
der betroffenen Faktoren, insbesondere bei konkreten Fragestellungen.

Tiermodelle hingegen erlauben Verlaufsuntersuchungen und weitestgehend standardi-
sierte, kontrollierte Bedingungen. Diese sollen die Vergleichbarkeit der Prozesse wahrend
der Tumorgenese erhohen. Es bleibt allerdings stets zu beachten, daf die kontrollierten
Bedingungen bei induzierten Tumoren in Tiermodellen die komplexe Biologie, die zur spon-

tanen Tumorentstehung im Menschen fiihren, nur in Annéherung wiedergeben.
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1.2.1 WAP-T Mausmodell der Brusttumore

Brustkrebs ist die haufigste weibliche Krebsart und héufigste Todesursache bei Krebser-
krankungen unter Frauen. Derzeit erkranken rund 57.000 Frauen in Deutschland pro Jahr
an Brustkrebs [74]. Rund zehn Prozent der Frauen mit Brustkrebs weisen weitere Erkran-
kungsfiille in der Familie auf [166]. Dennoch sind familidr vererbte, genetische Verédnderun-
gen, die Brustkrebs begiinstigen, selten. Die hochste Wahrscheinlichkeit einer genetischen
Préadisposition liegt bei Mutationen der Gene BRCA1 und BRCA2 vor. Weitere bekannte
genetische Veranderungen, die Brusttumoren propagieren, sind Mutationen der Gene TP53
oder PTEN [I75)].

Die Klassifikation der Tumore erfolgt nach dem TNM-System. Der Grad der Tumor-
differenzierung spiegelt dabei haufig die Aggressivitdt der Tumore wider. Er wird hierbei

in vier Stufen von G1 (deutlich differenziert) bis G4 (undifferenziert) angegeben.

Zur Untersuchung von Determinanten der Differenzierung in Brusttumoren und des
Einflusses von mutiertem p53 wurde von Schulze-Garg et al. [142] ein transgenes BALB/c
Mausmodell mit der Bezeichnung WAP-T etabliert. Ein weiteres darauf aufbauendes Modell
wurde von Krepulat et al. [88] etabliert. Diese beiden werden im Folgenden als NP8 Modell
bzw. T1 Modell und zusammengefasst als WAP-T Modell bezeichnet.

WAP-T Méuse tragen ein Transgen, das aus der frithen Genregion des simian Virus 40
SV40 unter Kontrolle des murinen whey acidic protein WA P-Promotors besteht. Zum Ende
der Schwangerschaft und wiahrend der Laktation wird der Promotor in Mammaepithelzellen
durch laktotrophe Hormone wie Prolaktin und Ostrogen induziert. In Folge wird das SV40
T-Antigen lokal und temporér in den Zellen des Brustdriisengewebes transkribiert.

Die frithe Genregion des SV40 Virus kodiert fiir das grofe T-Antigen (LT), das kleine
T-Antigen (st) und das 17kT Protein. Das grofe T-Antigen, im Folgenden SV/0 T-Antigen
genannt, wird aufgrund seiner Fahigkeit, Zellen unter bestimmten Bedingungen in Kul-
tur zu transformieren, als Onkogen eingestuft. Die transformierende Aktivitat basiert zu
groften Teilen auf Protein-Protein Interaktionen mit zelluldren Proteinen. Fiir das Maus-
modell relevant ist seine Interaktion mit dem Tumorsupressorprotein p53. Dabei wird p53
komplexiert und inaktiviert [142]. Desweiteren inaktiviert das SV40 T-Antigen pRb, das
Mitglieder der E2F Transkriptionsfaktorfamilie durch Bindung inhibiert. Durch Freigabe
der E2F Faktoren kann der Eintritt der Zellen in die S-Phase gefoérdert werden [142] [88]. Es
folgt eine erhohte Proliferation der Zellen. Das kleine T-Antigen (st) kann pp2A binden,
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Abbildung 1.3: WAP-T Mausmodell zur Analyse von Differenzierungsdeterminanten in
Brusttumoren. Monotransgene Méuse tragen ein Konstrukt aus WA P-Promotor und SV/0
T-Antigen, das wihrend der Laktation exprimiert wird. Das T-Antigen hemmt die Wildtyp-
p53 Aktivitiat. Bitransgene Méause exprimieren zusétzlich eine mutierte Variante des p53.
Dadurch wird eine mutP53 gain of function Situation simuliert.

bitransgene Mause NP8-W10/T1-H22

die Phosphatase-Aktivitéit inhibieren und zu einer konstitutiven Aktivierung des WNT-
Signaltransduktionsweges fithren [40]. In vielen humanen Mammakarzinomen werden ge-
netische Verdnderungen in Form von Mutationen in ARF und pRB, sowie Repression von
pl6 und Hochregulation von Zyklinen und Zyklin-abhéngigen Kinasen detektiert [152].
Dadurch wird die Funktion von p53 und pRB inhibiert. Diese Situation wird im WAP-T
Mausmodell simuliert. Im Gegensatz zu den T1 M&ausen tragen Mause des NP8 Modells
zusitzlich zum SV40 T-Antigen ein MHC class I (H-2d) restricted T-cell Epitop des LCM
Virus im WAP-T-Konstrukt.

Die soeben beschriebenen WAP-T Méuse werden zukiinftig als monotransgene Méuse
bezeichnet. Zur Simulation einer gain of function Situation eines mutierten Trp53 Gens
tragen H22 transgene Mause ein WAP-mutP53 Konstrukt. Die mutP53 Sequenz kodiert
fiir ein p53 Protein mit einer R270H Mutation. Demgegeniiber stehen die W10 transgenen
Ma&use. Sie tragen eine R245W Mutation des p53. Aus der Kreuzung von NP8 Méiusen
mit W10 Méusen gingen NP8-W10 Mause hervor. Aus der Kreuzung von T1 M&ausen mit
H22 Mausen gingen T1-H22 Méuse hervor. Diese beiden Kreuzungen werden zukiinftig als
bitransgene Mause bezeichnet. NP8 und NP8-W10 Méause werden zur Unterscheidung in
der folgenden Arbeit als NP8 Modell bezeichnet, T1 und T1-H22 Méuse als T1 Modell.
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1.2.2 Mausmodell der Neuroblastome

Unter der Bezeichnung Neuroblastome wird in der Regel ein Spektrum von neuroblas-
tischen Tumoren zusammengefasst, die sich aus primitiven sympathischen Ganglionzel-
len entwickeln [167]. Neuroblastome sind klinisch heterogen. Sie variieren in der Lokalisa-
tion, im histologischen Phéanotyp und den biologischen Eigenschaften. Das aufserordentlich
breite Spektrum an klinischem Verhalten erstreckt sich von spontaner Riickbildung, iiber
die Reifung zu benignen Ganglioneuromen, bis hin zu einer aggressiven Erkrankung mit
metastatischer, oft todlicher, Ausbreitung. Die klinische Diversitéit korreliert gut mit zahl-
reichen klinischen und biologischen Faktoren. Dennoch sind die molekularen Hintergriinde

zu grofsen Teilen nach wie vor ungeklart.

Zur Analyse von metastatischen Determinanten in Neuroblastomen sowie Korrelationen
zwischen genetischem und transkriptomischem Habitus wurde auf ein Modell immundefi-
zienter BALB/c SCID Méuse [169] zuriickgegriffen. Bisher ist eine Vielzahl von Mutationen
bekannt, die die Funktion des Immunsystems in Mausen beeinflussen. Das urpsriinglich von
Bosma et al. [27, 28] etablierte BALB /¢ SCID Mausmodell, formal severe combined immu-
nodeficiency Modell, weist kombinierte Gendefekte auf, die Anzahl und Funktion von T-
und B-Zellen deutlich reduzieren. Die rezessive SCID Mutation auf Chromosom 16 hemmt
die Rekombination von Antigenrezeptorgenen und die Differenzierung von Stammzellen zu
reifen Lymphozyten. Die meisten homozygoten SCID Tiere weisen keine nachweisbaren
Expressionen von IgM, IgG1, IgG2a, 1gG2b, 1¢gG3 oder IgA auf. Bei Transfektionen kann
somit eine Immunreaktion in der Maus als Wirtsorganismus umgangen werden. Immun-
defiziente Mausmodelle eignen sich daher gut zum Verstindnis von Tumorwachstum und
Progression.

Das hier verwendete, von Valentiner et. al. etablierte [169], BALB/c SCID Mausmo-
dell beschreibt das Tumorwachstumsverhalten und die Expression von CD44 fiir mehrere
Neuroblastomzelllinien. CD44 ist eine Gruppe transmembraner Glycoproteine, die als Re-
zeptor fiir Hyaluronsaure dienen. In der Regel wird mit CD44 eine Standardform assoziiert,
die keine zusédtzlichen Exondoménen aufweist. CD44 fordert Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Adhésion sowie Migration [I75]. Fiir CD44 ist bereits eine wichtige Rolle in der Invasion
von Neuroblastomen beschrieben [17]. Im Gegensatz zu anderen Tumoren charakterisiert

die Abwesenheit von CD44 in Neuroblastomen die Aggressivitit des Tumors.
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Abbildung 1.4: Mausmodell zur Analyse von Determinanten der Metastasierung in Neuro-
blastomen. BALB/c¢ SCID Mé&usen wurden Zellen dreier verschiedener Neuroblastomzell-
linien von Valentiner et al. subkutan zwischen die Schultern injiziert. Die sich daraufhin
entwickelnden Neuroblastome wurden hinsichtlich ihres Metastasierungsverhaltens unter-
sucht.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten beschreiben das Tumorwachstum von
drei Neuroblastomzelllinien. Acht bis zehn Wochen alten BALB/c SCID Mé&usen wurden
Zellen der Zelllinien subkutan zwischen die Schulterblatter injiziert. Die Tumorresektion
erfolgte nachdem die Tumore maximale Grofe (bis zu 20% des urspriinglichen Korper-
gewichts) erreicht hatten. Die hier untersuchten und in SCID M#use injizierten humanen
Neuroblastomzelllinien IMR-32, LAN-1 und LS zeigten in immunhistochemischen Ana-
lysen [169] unterschiedliche CD44 Expressionen. IMR-32 [163] wies mit einem Anteil von
tiber 50% an CD44-positiven Zellen eine starke Immunreaktivitat mit dem Antikorper auf.
Sowohl LAN-1 [I43] als auch LS-Zellen [136] waren CD44-negativ.

Im hier verwendeten Modell wiesen die drei Zelllinien ein unterschiedliches Metastasie-
rungsverhalten auf. IMR-32 induzierte Neuroblastome entwickelten mehrzellige, primér in
der Pulmonararterie und im periarteriellen Raum der Lunge lokalisierte Metastasen. LAN-1
induzierte Tumore entwickelten im verwendeten Modell Mikrometastasen, die die gesamte
Lunge diffus infiltrierten. LS induzierte Tumore hingegen wiesen kein metastatisches Ver-
halten auf. Die drei Zelllinien eigneten sich somit gut zur Untersuchung von potentiell

metastasierungsrelevanten Faktoren und des Einflusses von CD44 auf die Metastasierung.
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1.3 Aufgabenstellung

Nach wie vor ist unklar welche Mechanismen Tumore zu einer Metastasierung befahigen
oder die Differenzierung beeinflussen. Insbesondere stellt sich die Frage, inwieweit der Pri-
marius schon hinsichtlich einer Metastasierung genetisch determiniert ist.

Ein Ansatz zur Untersuchung dieser moglichen Korrelationen zwischen Genotyp und
Phéanotyp liegt im Einsatz von microarray-basierten Technologien. Hier kénnen primér zwei
Strategien verfolgt werden: Erstens ermdglichen High-Throughput-Genotypisierungen und
Expressionsanalysen tiefere Einblicke in Regulationen bei limitiertem biologischem Hin-
tergrundwissen. Zweitens ist eine Identifikation von Genexpressions-Signaturen moglich,
die den Aktivierungszustand von potentiell onkogenen Pathways reflektieren bzw. die Ver-
wendung von a priori definierten Gen-Sets, die eine biologische Funktion oder genetische
Information kodieren. Durch Analyse der Copy Number Variation (CNV) zusammen mit
dem Expressionssignal der korrespondierenden Transkripte soll der Einfluss der genetischen
Variation oder Léasion auf die Metastasierung und den Differenzierungsgrad abgeschétzt
werden. Dieser Ansatz konnte dabei helfen, die Notwendigkeit einer vollstdndigen Sequen-
zierung des Tumorgenomes zu umgehen. Obwohl bereits erste Methoden zur Verkniipfung
von Expressionssignaturen und genomischen Daten verdffentlicht wurden, ist die Kombina-
tion dieser Daten nach wie vor komplex, insbesondere da die Daten auf unterschiedlichen

Plattformen generiert werden und in der Folge sehr inhomogen sind.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Tumormodelle untersucht werden, die sich in ihrem
Metastasierungsverhalten bzw. der Differenzierung unterschieden. Zur Analyse von Metas-
tasierungsfaktoren wurden zuvor drei unterschiedlich stark metastasierende Neuroblastom-
zelllinien (stark metastasierend, Mikrometastasen bildend, keine Metastasierung) in SCID-
Méuse transfiziert, um anschliefsend Proben aus den sich entwickelnden Priméartumoren
isolieren zu konnen. Zur Untersuchung von Differenzierungsfaktoren wurde ein Mausmodell
fiir Mammakarzinome mit mutiertem Trp53-Gen verwendet, das eine verstéirkte Karzinom-
entwicklung aufwies. In diesem Modell sollten Primértumore unterschiedlichen Gradings

untersucht werden.

Mittels Microarray-Technologie (Affymetrix) sollte das Expressionsniveau in den Ge-
weben ermittelt werden. Zusétzlich sollte die CNV der Gene mittels array-CGH (Agilent)
fiir das Mausmodell bzw. iiber SNP-Arrays (Affymetrix) fiir die Neuroblastome ermittelt
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werden. In den Expressionsdaten sollten sodann Vergleiche durchgefiihrt werden, um diffe-
renziell exprimierte Gene zwischen den Gruppen (metastasierend/ nicht-metastasierend,
bzw. differenziert G1/G2 und undifferenziert G3/G4) zu identifizieren. Aus den SNP-
Arrays sollte die CNV berechnet werden. Integrativ sollten die Resultate im Anschlufs
auf Korrelationen untersucht werden. Aufbauend auf aktuelle Verfahren sollte eine Me-
thode entwickelt werden, die eine verbesserte Bestimmung der Korrelationsgiite sowohl
fiir einzelne Gene als auch iiber das gesamte Genom einer Probe ermdglicht. Anhand von
ontologischen Annotationen sollten die korrelierenden Gene hinsichtlich der molekularen
Funktion oder als Vertreter biologischer Prozesse eingeordnet werden. Gegebenfalls sollten
verstiarkt betroffene Pathways identifiziert werden. Abschliefsend sollten die so ermittelten
Daten in einen medizinisch-biologischen Rahmen eingebettet werden, der helfen kénnte

mogliche Kandidatengene zu identifizieren.
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Material und Methoden

Diese Arbeit kann primér in zwei Abschnitte unterteilt werden. Die erste Phase umfasste
die biologischen und laboranalytischen Schritte, ausgehend von der Aufbereitung des Pro-
benmaterials bis zur Hybridisierung auf die Microarrays. Die zweite Phase umfasste die
bioinformatische Dateninterpretation und statistische Auswertung, angefangen mit dem
Scannen der Chips bis hin zum Entwurf einer biologischen Hypothese. In den folgenden
Abschnitten werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgefiihrt. Anschliefsend
wird auf die verwendeten laboranalytischen Techniken sowie statistisch-bioinformatischen

Methoden eingegangen.

2.1 Materialien und Bezugsquellen

Im folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Materialien, Reagenzien und Gerite

sowie ihre Bezugsquellen tabellarisch gelistet.

Tabelle 2.1: Reagenzien und Bezugsquellen

Reagenz Hersteller

2-Propanol Merck KGaA, Darmstadt

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf

All Purpose Hi-Lo DNA Marker Bionexus, Oakland, CA, USA

Aqua iniectabilia Baxter, Unterschleiftheim

Biotinylated Antibody Vector Laboratories (Linaris), Wertheim-
Bettingen

Bovine Serum Albumin (BSA) Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Buffer EB Qiagen, Hilden

Chloroform Merck KGaA, Darmstadt

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.1: Reagenzien und Bezugsquellen — Fortsetzung

Reagenz

Hersteller

Denhardt’s Solution
DEPC-Wasser

DMSO

EDTA Disodium Salt

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Gel Loading Buffer

GeneChip Sample Cleanup Module
Genome-Wide Human SNP
Nsp/Sty Assay Kit 5.0/6.0

Goat IgG

Herring Sperm DNA

Human Cot-1 DNA

Hybridization Control Kit

IVT Labeling Kit

Magnetic Beads

MES hydrate SigmaUltra

MES Sodium Salt
N-Laurosarkosine

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhypochloritlésung

Nsp I

NuPage 4-12% Bis-Tris Gel

One Cycle cDNA Synthesis Kit
Pellet Paint
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
Prestained Protein Ladder, 10-
180kDa

Proteinase K

RNeasy Mini Kit

Salzsaure

Sample Cleanup Module

Silver Stainning Kit, PlusOne
SSPE

Streptavidin Phycoerythrin

Sty 1

Sigma-Aldrich, Miinchen

Ambion (Applied Biosystems), Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Ambion (Applied Biosystems), Darmstadt
Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen

Promega Corporation, Mannheim
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Agencourt (Beckman Coulter GmbH), Kre-
feld

Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Ambion (Applied Biosystems), Darmstadt
Roth, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Novagen (Merck), Darmstadt

Fluka (Sigma-Aldrich), Miinchen
Fermentas Life Sciences, USA

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Merck KGaA, Darmstadt

Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Amersham Biosciences, USA

Accugene (Lonza), Verviers, Belgium
Molecular Probes (Invitrogen), Karlsruhe
New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Fortsetzung auf der ndachsten Seite
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Tabelle 2.1: Reagenzien und Bezugsquellen — Fortsetzung

Reagenz Hersteller

Surfactant-Amps 20 Pierce Chemical (Perbio Science), Bonn
T4 DNA Ligase New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Tetramethyl Ammonium Chlorid Sigma-Aldrich, Miinchen

(TMACL)

TF Chip MAPK kit Eppendorf AG, Hamburg

Titanium DNA Amplification Kit Clontech, St-Germain-en-Laye, France
Titriplex (EDTA) Sigma-Aldrich, Miinchen

Trizma Base Sigma-Aldrich, Miinchen

Trizol Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Urea Powder Sigma-Aldrich, Miinchen

Ende Tabelle @

Material Hersteller

Deep Well Storage Plate, 2,4ml (Pooling Greiner Bio One, Frickenhausen

Plate)

Filter Tips 2,5ul , 10ul , 20ul , 1000yl Sarstedt, Niimbrecht

Filter Tips 200ul Eppendorf AG, Hamburg

Genome-Wide Human SNP Array 6.0 Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA

Handschuhe, Latex Hartmann, Heidenheim

Handschuhe, Nitril Ansell, Miinchen

Human Genome U133 Plus 2.0 Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA

Konische Réhrchen 15ml | 50ml Greiner Bio One, Frickenhausen

Mouse Genome 430 2.0 Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA

PCR-Geféfse 0,5ml Sarstedt, Niimbrecht

Plate, 2ml , 96 Well Format Filterplate = Seahorse Bioscience, North Billerica,
MA, USA

Polaroid-Filme 664 schwarz-weifs Polaroid, Dreieich-Sprendlingen

Safe-Lock Tubes 0,5ml , 1,5ml , 2ml Eppendorf AG, Hamburg

Sterilfiltrationssystem 0,5pm Nalgene (Fisher Scientific), Schwerte

Tabelle 2.2: Materialien und Bezugsquellen
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Gerit Typ/Modell Hersteller

Bioanalyzer 2100 Agilent  Technologies, Santa
Clara, USA

Eismaschine AF-10 Scotsman, Milan, Italy

Gefrierschrank -20°C Liebherr, Biberach an der Riss

Gefrierschrank -80°C Kryotec, Hamburg

Gelkammer PEQLAB, Erlangen

Heizblock ThermoStat plus Eppendorf AG, Hamburg

Hybridisierofen GeneChip Hybridization Oven Affymetrix, Inc., Santa Clara,

640 USA

Mixer Reax top Heidolph, Schwabach

Kamera MP 4+ Polaroid, Dreieich-Sprendlingen

Kiihlschrank Liebherr, Biberach an der Riss

Mikrowelle Dimension 4 Panasonic, Hamburg

NanoDrop ND-1000 PEQLAB Biotechn. GmbH, Er-
langen

PCR Cycler PTC 200 Peltier Thermal Cy- MJ Research, USA

cler

Picofuge Stratagene, Amsterdam, Net-
herlands

Pipetten 2,511, 10pl, 20pl, 200ul, 1000pl  Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetus Akku Hirschmann, Eberstadt

Power Supply GPS 200/400 Pharmacia LKB, Freiburg

Reinarbeitsbank  LaminAir HBB243 Heraeus Instruments, Osterode

Scanner GeneChip Scanner 3000 7G Affymetrix, Inc., Santa Clara,
USA

UV Tisch UVT 2035 Herolab, Wiesloch

Vacuum Manifold MultiScreenHTS Millipore, Schwalbach/Ts

Waage MXX 612 Denver Instrument, Gottingen

Waschstation GeneChip Fluidics Station 450  Affymetrix, Inc., Santa Clara,
USA

Zentrifuge MiniSpin Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge RC5C Sorvall Instruments

Tabelle 2.3: Geréate, Modelle und Hersteller
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2.2 Laboranalytische Methoden

Der erste Teil dieser Arbeit umfasste Techniken und Methoden im Laborbereich. Zur Unter-
suchung moglicher Korrelationen zwischen Genotyp und Phéanotyp wurden fiir alle Tumor-
proben zwei Strategien verfolgt. Einerseits wurden Expressionsprofile durch den Einsatz
von Expressionsarrays der Firma Affymetrix erstellt. Andererseits wurden zur Bestimmung
von genetischen Variationen SNP-Arrays der Firma Affymetrix und CGH-Arrays der Fir-
ma Agilent eingesetzt. Zwecks Ergdnzung der Strategie im Tumormodell zur Analyse von
Determinanten der Metastasierung in Neuroblastomen, wurden hier zusatzlich Expressi-
onsprofile auf Proteinebene im Bereich des MAPK Signaltransduktionsweges untersucht.
Hierfiir wurden Arrays der Firma Eppendorf eingesetzt.

Die RNA-Proben der in Abschnitt [[.2] beschrieben Tumormodelle wurden bereits zuvor
von den Kooperationspartnern isoliert und aufgereinigt. In den folgenden Schritten wurden
diese Proben auf Qualitdt und Konzentration iiberpriift. Die Reinheit und Konzentration
der isolierten RNA wurde sowohl photometrisch mit dem NanoDrop Photometer, siehe
Abschnitt als auch mittels Kapillargelelektrophorese auf dem Bioanalyzer 2100 von
Agilent bestimmt, siehe Abschnitt 2.2.3] Das Probenmaterial wurde anschliefend ampli-
fiziert und fiir die Hybridisierung auf den Microarrays vorbereitet. Fiir die Expressions-
arrays, SNP-Technologie und Proteinarrays wurden dafiir jeweils unterschiedliche, zuvor
festgelegte Protokolle verwendet.

Bei einigen Proben, z.B. bei der CGH-Analytik, wurden die laboranalytischen Schritte
aus technischen Griinden von Kooperationspartnern in Amsterdam, Berlin und Oslo durch-
gefiihrt. Die histologische Einstufung der Tumore, sofern relevant, erfolgte durch Prof. Dr.
Udo Schumacher, Institut fiir Anatomie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf. Eine
Ubersicht aller Proben der beiden Projekte sowie der verwendeten Array-Technik findet
sich in Tabellen und In den folgenden Abschnitten werden die durchgefiihrten

Schritte und die verwendeten Protokolle beschrieben.

2.2.1 Sterilisierung der Arbeitsmaterialien

Eppendorf-Tubes, Pipettenspitzen und allgemeine Materialien aus Polypropylen wurden
bei 121°C und 2bar fiir 4T autoklaviert. Fliissige Substanzen, z.B. Puffer, wurden ent-
sprechend bei einer Dauer von 6T behandelt. Temperaturempfindliche Losungen wurden
mit 0,2pm Filtern sterilisiert. Glasgerdte wurden bei trockener Hitze von 180°C fiir 16h

sterilisiert.
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2.2.2 Photometrische Ermittlung von RNA-Konzentrationen

Photometrische Bestimmungen von RNA-Konzentrationen erfolgten mit dem NanoDrop-
Photometer von Agilent. Dabei absorbieren die einzelstrangigen Ribonukleinsduren die UV-
Strahlung im Bereich von A=260nm wahrend DNA, Proteine oder aromatische Substanzen
(z.B. Phenol) die Strahlung um A=280nm absorbieren. Da die Menge der absorbierten
UV-Strahlung dem Gehalt der Probe direkt proportional ist und OD=1, bei geeichtem
Gerat sowie A=260nm , einer RNA-Konzentration von 40ng/pl entspricht, kann die RNA-
Konzentration aus dem A260-Wert geméf Formel I ermittelt werden. Aus dem A260/A280
Verhéltnis kann andererseits ein Riickschluss auf die Reinheit der Probe getroffen werden.
Dieses Verhiltnis sollte idealerweise zwischen 1,8 und 2,1 liegen, ist jedoch vom pH-Wert
und der Ionenstérke abhingig. Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 ist die Préparation stark

kontaminiert.

Konzentration [ng/ul] = E260 x Verduennung x 40

Gleichung 1: Berechnungsformel der RNA-Konzentration

2.2.3 Ermittlung von RN A-Qualitat mittels Kapillargelelektropho-
rese

Bei der im BioAnalyzer 2100 von Agilent umgesetzten Kapillargelelektrophorese findet die
Trennung der Ribonukleinséduren in einem diinnen Kapillarrohr in einer Elektrolytlosung
statt. Die Probenvolumina sind mit 1jl deutlich geringer als bei normalen Agarosegelen.
Abgesehen von einem digital berechneten konventionellen Gelbild werden Elektrophero-
gramme ausgegeben. Hier wird die Exktinktion {iber die Zeit gemessen als Graph dargestellt
und somit die Wanderungsgeschwindigkeit der vorliegenden Molekiile wiedergegeben. Fiir

normale nicht degradierte RNA werden zwei markante Peaks bei ca. 14s und 39s erwartet.

16



2.2. LABORANALYTISCHE METHODEN

2.2.4 Expressionsarrays

Fiir die Neuroblastome wurden humane Whole Genome Expressionsarrays von Affymetrix
(Human Genome U133 Plus 2.0) verwendet. Bei den Brusttumoren wurden murine Whole
Genome Arrays (Mouse Genome 430 2.0) eingesetzt. Die folgenden Schritte erfolgten geméfs
dem One-Cycle-Protokoll[] mit dem One-Cycle cDNA Synthesis Kit?] der Firma Affymetrix

Gesamt-RNA  RT-Volumen

5,0 - 8,0 ng 1.0 nl
81-16,0 pg 2.0l
16,1 — 20,0 pg 3.0 nl

Tabelle 2.4: Einzusetzendes Superscript II Volumen fiir Erststrangsynthese

cDNA Synthese Zur Aufbereitung der RNA fiir die Expressionsarrays von Affymetrix
wurde eine ¢cDNA-Synthese mit vorangehender photometrischer Bestimmung der RNA-
Konzentration durchgefiihrt. Das A260/A280-Verhéltnis sollte bei ungefahr 2,0 liegen. Es
wurde ein HPLC gereinigter T7—(dT)24 Primer der folgenden Sequenz verwendet:

5-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG—(dT)24-3

Je 8ng Gesamt-RNA wurden 1pl SuperScript IT Reverse Transcriptase (200U /pl) eingesetzt,
sieche Tabelle 2.41

Erststrang cDNA Bei der Erststrangsynthese wurden Primer und RNA hybridisiert.
Abhéngig von der Konzentration wurden hierzu zwischen 5-20pg Gesamt-RNA mit 2pl
50pmol T7-(dT)24 Primer sowie RNase-freiem Wasser, das spétere Endvolumen sollte 20pl
betragen, versetzt und fiir 10min bei 70°C inkubiert. Im Anschluft wurde der gesamte Ansatz
auf 4°C abgekiihlt und 4pl 5x Erststrang cDNA Puffer, 21l 0,1M DTT und 1pl 10mM dNTP
Mix hinzupipettiert. Danach erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt fiir 2min bei 42°C mit
anschliefslender Zugabe von 1pl/8pg RNA SuperScript 1T RT (200U /pl ). Dieser Ansatz
wurde 1h bei 42°C inkubiert.

! Alternative Protocol for One-Cycle cDNA Synthesis from Total RNA, GeneChip Expression Analysis
Technical Manual, 701021 Rev. 5, Affymetrix

2siehe Tabelle
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Gesamt-RNA c¢DNA-Volumen

1,0 - 8,0 ng 12 nl
8,1 -150 png 6 nl

Tabelle 2.5: Einzusetzendes cDNA-Volumen fir die IVT

Zweitstrang cDNA Zur Zweitstrangsynthese wurde der Ansatz der Erststrangsynthese
auf Eis gekiihlt und danach kurz zentrifugiert. Nach Hinzugabe von 91pl RNase-freiem
Wasser, 30pl 5x Zweitstrangreaktionspuffer, 3pl 10mM dNTP Mix (jeweils 200pM), 1pl
10U/pnl E.coli DNA Ligase, 4pl 10U /ul E.coli DNA Polymerase I und 1ul 2U/pl E.coli
RNase H wurde der Gesamtansatz im Eppendorfreagenzgefafs gemischt, kurz zentrifugiert
und fiir 2h bei 16°C inkubiert. Anschliefend wurden 2pl 10U T4 DNA Polymerase hinzu-
gegeben und weitere 5min bei gleicher Temperatur gekiihlt. Zum Stoppen der Reaktion
wurden 10ul 0,5M EDTA hinzugegeben.

Aufreinigung Die Aufreinigung erfolgte mit dem GeneChip Sample Cleanup Moduld|
und den cDNA Cleanup Spin Columns nach folgendem Protokoll.

Zum Volumen der cDNA-Synthese wurden 600pl Binding Buffer gegeben. 500ul der
Probe wurden auf die cDNA Cleanup Spin Columns transferiert und bei 8000g fiir 1min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, die restliche Probe auf die Sdule pipettiert,
wiederum 1min bei 8000g zentrifugiert und der Durchfluss erneut verworfen. Danach wurde
die Sdule mit 750l cDNA Waschpuffer versetzt. Nach weiterer Zentrifugation bei 8000g
fiir Imin wurde der Durchfluss abermals verworfen und die Probe fiir 5min bei maximaler
Geschwindigkeit (12.000g) zentrifugiert. Die Séule wurde in ein frisches 1,5ml Tube trans-
feriert und die cDNA unter Zugabe von 14pl cDNA Elution Buffer, 1min bei maximaler

Geschwindigkeit eluiert. Fiir ein Kontrollgel wurde 1l der cDNA entnommen.

Synthese der Biotin-markierten cRNA Zur Synthese von Biotin-markierter Gegenstrang-
cRNA aus der hergestellten cDNA wurde eine in vitro Transkription mit dem IVT Labeling
Kitf] durchgefiihrt. Da mindestens 1pg cDNA benétigt wurde richtete sich das eingesetzte
Volumen nach der RNA-Ausgangsmenge und wurde aus Tabelle ermittelt.

3 Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA

4siehe Tabelle
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wn vitro Transkription Das aus Tabelle ermittelte cDNA-Volumen wurde in ein
steriles Eppendorfreagenzgefafs pipettiert und 4pl 10x IVT Labeling Buffer, 12ul IVT La-
beling NTP Mix sowie 4ul IVT Labeling Enzyme Mix hinzugegeben. Der Ansatz wurde mit
RNase-freiem Wasser auf ein Endvolmen von 20pl aufgefiillt, vorsichtig gemischt und fiir
16h bei 37°C inkubiert. Im Anschlufs wurde ein 1l Aliquot der Probe zur Qualitatskontrolle

entnommen.

Aufreinigung Die Aufreinigung erfolgte mit dem GeneChip Sample Cleanup Module
und den cRNA Cleanup Spin Columns nach folgendem Protokoll.

Zum Volumen der cRNA-Synthese wurden 60pl RNase-freies Wasser, 350l IVT ¢cRNA
Binding Buffer und 2501 100%iges Ethanol gegeben. Das Gesamtvolumen der Probe wur-
de auf die cRNA Cleanup Spin Column transferiert und bei 8000g fiir 15s zentrifugiert.
Anschliefsend wurde der Durchfluss erneut auf die Séule pipettiert und bei 8000g fiir 1min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule mit 500l cRNA Waschpuffer
versetzt. Nach erneuter Zentrifugation bei 8000g fiir 1min wurde der Durchfluss abermals
verworfen, die Probe mit 500ul 80%igem Ethanol gewaschen, 15s bei 8000g und anschlie-
fsend nochmals fiir 5min bei maximaler Geschwindigkeit (12.100g) zentrifugiert. Die Saule
wurde in ein frisches 1,5ml Tube gesteckt und die cRNA einmal mit 11pl und einmal mit

10pl RNase-freiem Wasser 1min bei maximaler Geschwindigkeit (12.000g) eluiert.

Ermittlung RNA-Konzentration Die RNA-Konzentration des Eluats wurde photo-
metrisch ermittelt, siehe Abschnitt [2.2.2]

Quantifizierung des IVT-Produktes Da das Eluat anteilig noch Gesamt-RNA ent-
hélt musste vor der Fragmentierung der wahre Konzentrationsanteil der cRNA berechnet
werden. Eine entsprechende Berechnung wurde mittels Formel [2| durchgefiihrt. Fiir die
Fragmentierung war eine minimale korrigierte cRNA-Konzentration von 0,6pg/nl notwen-

dig.
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Nc¢RN Akorr
CeRN Akorr = (V)
cRN Aelu
mit
‘/CDNAZ"Ut
NeRN Akorr = TeRN Ages — Ttotal RNA * Vi
cDN Aelu
CerRN Akorr = korrigierte cRNA-Konzentration [pg/ql]
NerNAkorr — korrigierte cRNA-Menge [pg]
VerNAew = Eluationsvolumen nach IVT |pl]

NerNAges — CRNA-Menge gemessen nach der IVT [pg]
Niotairna — total RNA-Startmenge fiir die cDNA-Synthese [ng]
Vepnaiwe = Einsatzvolumen fiir die IVT [pl]

VepNaew = Eluationsvolumen nach der cDNA-Synthese [pl]

Gleichung 2: Berechnungsformel der korrigierten cRNA-Menge

Fragmentierung der cRNA und Produktkontrolle Fiir die Fragmentierung war
eine minimale korrigierte cRNA-Konzentration geméf Formel [2] von 0,6pg/nl notwendig.
Dem entsprechenden RNA-Volumen wurden 8l Fragmentierungspuffer zugegeben und die
gesamte Probe mit RNase-freiem Wasser auf 40pul Endvolumen gebracht. Anschlieffend
wurde die Probe bei 94°C fiir 35min inkubiert. Der Puffer zerkleinert die cRNA wéhrend
der Inkubation durch metallinduzierte Hydrolyse in 35-200 Basen grofte Fragmente. Im
Anschluft wurde die fragmentierte Probe auf 4°C heruntergekiihlt. Zur spéteren Gelkontrolle
wurde erneut ein Aliquot von 1l abgenommen.

Der Grad der Fragmentierung, die Grofsenverteilung der Fragmente und somit Degra-
dationsgrad und Qualitdt des IVT-Produktes wurden per Kappilargelelektrophorese auf
dem Bioanalyzer von Agilent bestimmt. Hier wird die Fluoreszenzstirke in Abhéngigkeit

von der Wanderungsgeschwindigkeit gemessen und als Verteilungsfunktion wiedergegeben.

Hybridisierung der Ziel-RNA Die Zusammensetzung der fiir die Hybridisierung der
Ziel-RNA verwendeten Losung kann Tabelle [2.6] entnommen werden.

Aufgrund der von Affymetrix verwendeten photolithographischen Wafer-Technologie
bei der Herstellung ihrer Chips ist die Gitterstruktur der Spots in sich sehr homogen und
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konsistent. Dennoch sind minimale Ausrichtungsfehler sowie eine Verschiebung des Ge-
samtgitters nicht auszuschliefsen. Die hier verwendeten B2-Kontrolloligonukleotide dienen
daher als Marker unterschiedlicher Intensitéit, anhand derer beim spéteren Scannen die
genaue Lage des Lesegitters bestimmt werden kann.

Bei den Hybridisierungskontrollen bioB, bioD und bioC handelt es sich um Gene des
Biotinsyntheseweges von Escherichia coli; cre ist das Rekombinase-Gen von P1 Bakterio-
phagen. Diese Gene werden als positive Hybridisierungskontrollen fiir Eukaryotische Chips
eingesetzt, da die Gefahr von Kreuzhybridisierungen mit Eukaryontengenen sehr niedrig
ist. Anhand der verwendeten unterschiedlichen Endkonzentrationen|lisst sich die Qualitt
der Hybridisierung leicht abschétzen.

Die Standardvolumina der eingesetzten Komponenten ergaben sich aus der benotig-
ten Menge von 15ng fragmentierter cRNA. Somit wurden 5pl Kontrolloligonukleotid B2,
15pl 20-facher, fiir 5min bei 65°C vortemperierter, Eukaryotic-Hybridisierungscocktail, 3yl
Heringssperma, 3pl acetyliertes BSA, 150ul 2x Hybridisierungspuffer und 30l DMSO ein-
gesetzt. Das Endvolumen wurde mit RNase-freiem Wasser auf 300ul aufgefiillt.

Vor der Hybridisierung der Arrays erfolgte ein Vorinkubationsschritt mit 200ul 1x Hy-
bridisierungspuffer fiir 10min bei 45°C im Rotationsofen. In der Zwischenzeit wurde der Hy-
bridisierungsansatz fiir 5min auf 99°C erwarmt mit anschliefsenden 5min bei 45°C. Vor dem
Austausch des Hybridisierungspuffers gegen den Hybridisierungsansatz in der Chipkammer
wurde der Hybridisierungscocktail fiir 5min bei maximaler Geschwindigkeit (12.100g) zen-
trifugiert. Die endgiiltige Hybridisierung fand anschliefend fiir 16h bei 45°C und 60 rpm

im Rotationsofen statt.

°bioB = 1,5pM; bioD = 5pM; bioC = 25pM und cre = 100pM

21



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Reagenz Menge / Volumen
Fragmentierte cRNA 15pg
Kontroll-Oligonukleotide B2 (3 nM) 5ul

20x FEukaryotic Hybridisierungskontroll-Cocktail mit 15pl
Biotin markierten RNAs bioB, bioC, bioD und cre

Hering Sperm DNA (10 mg/ml) 3nl

Acetyliertes BSA (50 mg/ml) 3ul

2x Hybridisierungspuffer 150nl

DMSO 30pl

RNase freies Wasser auf 300nl aufgefiillt

Tabelle 2.6: Zusammensetzung des Hybridisierungscocktails pro Array fiir die Expressions-
arrays von Affymetrix

Waschen, Firben, Scannen Nach 16h im Rotationsofen ist der Hybridisierungsvor-
gang beendet. Der Hybridisierungscocktail wurde durch Abpipettieren aus der Chipkam-
mer entfernt und der Array mit 200pl Non-Stringent Waschpuffer befiillt. Fiir die folgende
Farbung wurden zwei Losungen benétigt, ein Streptavidin-Phycoerythrin-(SAPE)-Mix so-
wie eine Antikorperlésung. Aufgrund der hohen Lichtempfindlichkeit von SAPE, sollte die
Lagerung im Dunkeln bei 4°C stattfinden. Die Zusammensetzung des SAPE-Férbemix ist
in Tabelle angegeben. Der Mix wurde auf zwei Aliquots zu je 600ul fiir zwei unter-
schiedliche Férbeschritte aufgeteilt. Die Zusammensetzung der Waschlosungen und des
Antikoérper-Mix kann Tabelle 2.7 entnommen werden.

Die Wasch- und Farbeschritte wurden halbautomatisch in der Fluidics-Station 450
(Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA) und die einzelnen Schritte geméf dem One-Cycle-
Protokoll des Herstellers fiir Standardarrays [4] durchgefiihrt. Nach Abschluss aller Wasch-
und Férbeschritte wurden die Arrays mit dem GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix,
Inc., Santa Clara, USA) eingelesen. Die Bedienung des Gerites erfolgte iiber die Affymetrix
GeneChip Operating Softwardﬂ. Beim Scanvorgang verwendete Wellenlédnge betrug 570nm,
die Pixelgrofe 1,56pm .

6Version 1.4
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Reagenz Volumen
2z Stain Buffer

MES Stock Buffer (12x) 41,7ml
NaCl (5M) 92,5ml
Tween-20 (10%) 2,5ml
Aqua ad iniectabilia 113,3ml
SAPE Solution Mix

2x MES Farbepuffer 600pl
50mg/ml Acetyliertes BSA 48l
Img/ml Streptavidin Phycoerythrin 12l
Aqua ad iniectabilia 540pl
Antibody Solution Mix

2x MES Farbepuffer 300pl
50mg/ml acetyliertes BSA 24yl
10mg/ml Normal Ziegen IgG 6pl
0,5mg/ml biotinilierte Antikorper 3,61l
Aqua ad iniectabilia 266,4nl
Array Holding Buffer

MES Stock (12x) 8,3 ml
NaCl (56M) 18,5 ml
Tween-20 (10%) 0,1 ml
Aqua ad iniectabilia 73,1 ml
MES Stock (12z)

MES hydrate 74,4¢g
MES Sodium Salt 193.3¢g
Aqua ad iniectabilia 1000 ml
Wash A: Non-Stringent Wash Buffer

SSPE (20x) 300 ml
Tween-20 (10%) 1ml
Aqua ad iniectabilia 699 ml
Wash B: Stringent Wash Buffer

MES Stock (12x) 83,3ml
NaCl (5M) 5,2ml
Tween-20 (10%) 1,0ml
Aqua ad iniectabilia 910,5ml

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der Wasch und Férbelosungen fiir die Expression von Affy-
metrix. Die Volumina der ersten vier Losungen sind als Volumen pro Array angegeben.
Array Holding Buffer, MES Stock-Losung sowie die Waschpuffer wurden jeweils steril fil-
triert.
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2.2.5 SNP Arrays

DNA-Isolierung Fiir die DNA Isolierung wurde ein Mastermix aus 4,5ml 1x Lysispuffer,
4,5ml Aqua dest sowie 1ml Proteinase K mit einer Konzentration von 10mg/ml vorbereitet.
Die Zusammensetzung des Lysepuffer kann Tabelle entnommen werden. Die Zellkul-
turpellets bzw. Gewebeproben wurden mit 500ul Mastermix/Probe auf dem Schiittelblock
bei 55°C fiir ca. 40h verdaut. Anschliefsend wurde die DNA mit 500l Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol 25:24:1 fiir 2min bei 13000rpm extrahiert und der Uberstand mit 1000yl
100%igem Ethanol (5min bei 13000rpm) geféllt. Das Pellet wurde mit 500ul 70%igem
Ethanol gewaschen und 5min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen, das Pellet luftgetrocknet und in 50ul TE-Puffer aufgenommen. Die Bestimmung der
Reinheit erfolgte auf einem 0,6%igem Agarosegel, die Konzentrationsbestimmung auf dem

NanoDrop Photometer.

Restriktionsenzymverdau Die aufgereinigte DNA wurde in zwei Ansétzen einem Re-
striktionsenzymverdau mit Sty I bzw. Nsp I unterzogen. Eingesetzt wurden 5ul genomische
DNA bei einer Konzentration von 50ng/ul. Die Zusammensetzung des jeweiligen Master-
mix ist Tabelle 2.9/ zu entnehmen. Beide Anséitze wurden erst 2h bei 37°C sowie 20min bei
65°C inkubiert und anschliefsend auf 4°C abgekiihlt.

Ligation Fiir die verdauten Proben wurde jeweils ein restriktionsenzymabhéngiger Li-
gationsvorgang durchgefiihrt. Den Sty I verdauten Proben wurden 2,51l T4 DNA Ligase
Puffer DNA, 0,75n1 Adaptor Sty I sowie 2pl T4 DNA Ligase zugegeben. Die Nsp I ver-
dauten Proben wurden mit 2,51l T4 DNA Ligase Puffer DNA, 0,75ul Adaptor Nsp I sowie

Reagenz Konzentration Menge
Urea Powder 8SM 240g
EDTA (0,5M , pH 8,0) 20mM 20ml
N-Laurosarkosine, 30% 1% 16,5ml
Tris-Cl (1M , pH 8,0) 0,2M 100ml
NaCl (5M ) 0,4M 40ml
Gesamtvolumen 0,51

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des 2x Lysepuffer, fiir 0,5 1 Gesamtvolumen, zur DNA Isolie-
rung fiir die SNP-Arrays. Fiir die Isolation wurde der Puffer mit Aqua Dest. im Verhéltnis
1:1 verdiinnt.
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Reagenz Volumen /Probe Sty I Volumen /Probe Nsp I
Aqua dest 11.55nl 11.55l

NE Puffer 2 — 2ul

NE Puffer 3 2pul —

BSA 0,2nl 0,2pl

Sty 1 1nl —

Nsp I — 1nl
Gesamtvolumen 14,751l 14.75 1l

Tabelle 2.9: Zusammensetzung Mastermix fiir Restriktionsenzymverdau fiir die SNP-Arrays

2pul T4 DNA Ligase versetzt. Die Ansédtze wurden jeweils 3h bei 16°C sowie im Anschluf
20min bei 70°C inkubiert und danach auf 4°C gekiihlt. Danach wurden die Proben mit 75nl

Wasser verdiinnt.

PCR Amplifikation Zur Amplifikation der DNA wurden drei PCR Reaktionen (Sty I)
bzw. vier Reaktionen (Nsp I) je ligierte Probe fiir eine PCR Amplifikation durchgefiihrt.
Die Zusammensetzung des PCR Mastermix kann Tabelle 2.11] entnommen werden. Die je-
weiligen Ansitze wurden im Thermocycler geméfs dem in Tabelle 2.10] aufgefiithrten Ablauf

inkubiert.

Aufreinigung des PCR-Produkts Fiir die nachfolgenden Schritte wurden jeweils al-
le PCR-~Ansétze einer Probe gepoolt und mit 1ml Magnetic Beads versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 10min bei Raumtemperatur wurden die Proben auf eine Filterplatte
tiberfithrt und die Platte versiegelt. Unter Anlage von Vakuum wurden die Beads vom
Puffer abgetrennt. Die Proben wurden einmal mit 75%igem Ethanol gewaschen und das
Vakuum aufrecht erhalten bis alle Wells trocken gefallen waren. Zum Eluieren wurden
die einzelnen Wells mit 551l Buffer EB versetzt und unter Schiitteln fiir 10min inkubiert.
Die Filterplate wurde auf eine Sammelplatte iibertragen und unter erneutem Anlegen von
Vakuum filtriert.

Fragmentierung Das Fragmentation Reagent musste zu Beginn auf eine Konzentration
von 0,1U /pl verdiinnt werden. Die Zusammensetzung des verdiinnten Reagenz bestimmte
sich dabei aus Tabelle Jeder Probe wurden 5pl 10x Fragmentation Buffer und 5pl

verdiinntes Fragmentation Reagent hinzugegeben. Der Ansatz wurde im Thermocycler
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Temperatur Zeit Zyklen
94°C 3 min

94°C 30s

60°C 30s } 30
68°C 15s

68°C 7 min

Tabelle 2.10: PCR Programm fiir den Thermocycler

erst flir 35min bei 37°C inkubiert, anschlieffend 15min bei 95°C und wurde zuletzt auf
4°C heruntergekiihlt. Je 1,51l jeder fragmentierten Probe wurde zur Qualitétskontrolle der

Fragmentierung auf ein 2%iges Agarosegel geladen.

Labeling und Hybridisierung Vor der Hybridisierung wurden die fragmentierten Pro-
ben Biotin-markiert. Jede Probe wurde dafiir mit 14pl 5x TdT-Buffer, 2l DNA Labeling
Reagent und 3,5pl TdT-Enzyme versetzt. Der Ansatz wurde im Thermocycler erst fiir 4h
bei 37°C inkubiert, anschlieffend fiir 15min bei 95°C und zuletzt auf 4°C heruntergekiihlt.

Die gelabelten Proben wurden mit 190pul Hybridisierungscocktail, siehe Tabelle
versetzt und 10min bei 95°C denaturiert. Auf 50°C abgekiihlt wurden 200pl jeder Probe auf
einen Microarray geladen und unmittelbar darauf im auf 50°C vorgeheizten Hybridisierofen
fiir 16h bei 50°C und 60rpm hybridisiert.

Waschen, Farben, Scannen Mit vollendeter Hybridisierung wurde der Hybridisie-
rungscocktail aus dem Array entfernt und durch 270pl Array Holding Buffer ersetzt. Die
Farbung erfolgte geméfs dem Herstellerprotokoll fiir Genome Wide SNP 6.0 Arrays halb-
automatisch in der Fluidics-Station 450 von Affymetrix . Vier Féarbe- und Waschlésungen
wurden dabei eingesetzt. Die Zusammensetzungen der vier dabei eingesetzten Losungen
(Stain Buffer, Streptavidin Phycoerythrin—(SAPE) Solution Mix, Antibody Solution Mix
und Array Holding Buffer) sind in Tabelle [2.14 angegeben. Da SAPE lichtempfindlich ist,
erfolgte die Lagerung im Dunkeln bei 4°C. Nach Abschluss der Waschschritte und Far-
bungen wurde der Array mit dem GeneChip Scanner 3000 7G von Affymetrix bei einer

Wellenlénge von 570nm und einer Pixelgrdfse von 1,56pum ausgelesen.
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Reagenz Volumen je Ansatz
Aqua dest 39,5l
Titanium Taq PCR Puffer 10 pl
GC-Melt 20l

dNTP 14l

PCR Primer 002 4,5l
Titanium Taq DNA Polymerase 2nl
Gesamtvolumen 90l

Tabelle 2.11: Zusammensetzung des PCR Mastermix fiir den Amplifikationsschritt der
ligierten DNA fiir die SNP Arrays.

Urspr. Konzentration d. Fragmentation Reagent
2U/pl 2,25U0/pl 250/l 2750/ul 3U/pl

Wasser 306 pl 308 pl 309,61 3109l 312pl
10x Fragmentation Buffer 36l 36l 36l 36l 36l
Fragmentation Reagent 18 ul 16 pl 14,41l 13,1l 12l

Gesamtvolumen 360 pl 360 pl 360 pul 360 pul 360 pul

Reagenz

Tabelle 2.12: Zusammensetzung der Verdiinnung des Fragmentation Reagent abhéingig von
der urspriinglichen Konzentration.

Reagenz Volumen pro Array
MES (12x; 1,25 M) 12yl
Denhardt’s Solution (50x) 13pl
EDTA (0,5 M) 3nl
Herring Sperm DNA (10 mg/ml) 3l
Oligo Control Reagent 2nl
Human Cot-1 DNA (1 mg/ml) 3l
Tween-20 (3%) Inl
DMSO (100%) 133l
TMACL (5 M) 14071l
Gesamtvolumen 190 pl

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des Hybridisierungscocktails pro Array fiir die SNP 6.0
Arrays von Affymetrix
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Reagenz Volumen
Stain Buffer

SSPE (20x) 360 ul
Tween-20 (3%) 3,96 ul
Denhardt’s Solution (50x) 24l
Aqua ad iniectabilia 800,04 nl
SAPE Solution Mix

Stain Buffer 594l
Streptavidin Phycoerythrin 6 pl
Antibody Solution Mix

Stain Buffer 594l
Biotinylated Antibody 6l
Array Holding Buffer

MES Stock (12x) 8,3 ml
NaCl (5M) 18,5ml
Tween-20 (10%) 0,1 ml
Aqua ad iniectabilia 73,1 ml
MES Stock (12z)

MES hydrate 744¢g
MES Sodium Salt 193,3¢
Aqua ad iniectabilia 1000 ml
Wash A: Non-Stringent Wash Buffer

SSPE (20x) 300 ml
Tween-20 (10%) 1ml
Aqua ad iniectabilia 699 ml
Wash B: Stringent Wash Buffer

SSPE (20x) 30ml
Tween-20 (10%) 1ml
Aqua ad iniectabilia 969 ml

Tabelle 2.14: Zusammensetzung der Wasch und Farbelosungen fiir die SNP 6.0 Arrays von
Affymetrix. Die Volumina der ersten vier Losungen sind als Volumen pro Array angege-
ben. Array Holding Buffer, MES Stock-Losung sowie die Waschpuffer wurden jeweils steril

filtriert.
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2.2.6 MAPK Transkriptionsfaktor-Arrays

Ausgehend von Beobachtungen in den vorangehenden Versuchen den MAPK-Signaltrans-
duktionsweg betreffend wurden Proteinarrays der Firma Eppendorf zur Analyse von 8
MAPK-involvierten Transkriptionsfaktoren eingesetzt. In je 5 konfluenten 175cm? Zellkul-
turflaschen wurden die drei Zelllinien kultiviert. Im Anschlufs wurden die Proteine mit
dem Nuclear Extract Kit der Firma Active Motif extrahiert und auf dem MAPK-TF-Chip
hybridisiert. Die Hybridisierung und Farbung erfolgte geméaf dem TF Chip MAPK Kit

Protokoll von Eppendorf, die verwendeten Reagenzien entstammten ebenfalls dem Kit.

Isolierung Die Extraktion aus der Zellkultur erfolgte geméfs dem Nuclear Extract Kit
Protokoll der Firma Active Motif. Die Zusammensetzung der verwendeten Lésungen kann
Tabelleentnommen werden. Die Zellen wurden mit 10ml eisgekiihlter PBS /Phosphatase
Inhibitorlésung gewaschen, die Losung aspiriert und nochmals 6ml Inhibitorlésung hinzu-
gegeben. Die Zellen wurden in 15ml Falcontubes iibertragen und die Suspension fiir 5min
bei 500rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Zur Isolierung der zytoplasmatischen Fraktion wurden die Zellpellets in 5001l 1x Hypo-
tonic Buffer resuspendiert. Nach Inkubation der Suspension fiir 15min in microcentrifuge

tubes wurden 2511 Detergenz hinzupipettiert und 10min lang gevortext. Danach erfolgte ein

Reagenz Volumen
PBS/Phosphatase Inhibitor

10x PBS 1,6ml
Aqua dest 13,6ml
Phosphatase Inhibitor 0,8ml
1z Hypotonic Buffer

10x Hypotonic Buffer 100,0pl
Aqua dest 0,9ml
Complete Lysis Buffer

10 mM DDT 10,0pl
Lysis Buffer AM1 98,01l

Protease Inhibitor Cocktail 1,0ul

Tabelle 2.15: Ubersicht der Zusammensetzung bei der Proteinisolierung verwendeter Losun-
gen. Die aus den Neuroblastomzellkulturen isolierten Proteine wurden fiir die MAPK-TF-
Chips der Firma Eppendorf verwendet. Die Volumina sind pro Zellkulturflasche angegeben.
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Zentrifugationsschritt fiir 30s bei 14.000g und 4°C. Der Uberstand (Zytoplasmatische Frak-
tion) wurde fiir spatere Applikationen entnommen, die Pellets zur Extraktion der nuklearen
Fraktion in 50pl Complete Lysis Buffer resuspendiert. Im Anschluf an eine 30miniitige In-
kubation auf Eis im Schiittler bei 150rpm wurde die Losung 30 Sekunden lang gevortext
und danach 10 Minuten lang bei 14.000g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand (nukleare
Fraktion) wurde entnommen und die Proteinkonzentration mittels Bradford Assay be-

stimmt.

Silberfarbung Um bereits vor der Hybridisierung die Proteinextrakte auf Anreicherun-
gen spezieller Proteinfraktionen zu untersuchen wurde eine Silberfarbung mit dem PlusOne
Silver Staining Kit der Firma Amersham Biosciences auf einem Bis-Tris Gradientengel (4-

12%) durchgefiihrt. Aufgetragen wurden pro Probe je 100ng, 200ng und 400ng.

Hybridisierung Vor der Hybridisierung der Samples auf den Arrays erfolgte eine Blo-
ckierung der Arraytranskripte mit 100nl Blocking Losung 2 fiir 1h bei Raumtemperatur.
Nach dem Waschen mit der TF Washing Losung wurden 30pg nuklearer Extrakt (100pl
Samplecocktail) in die Arraykammern pipettiert und die Arrayslides im Thermomixer iiber
Nacht 16h lang bei Raumtemperatur und 600rpm inkubiert. Die Volumina der nuklearen
Extrakte fiir die Samplelosung ergaben sich aus den zuvor gemessenen Proteinkonzentratio-
nen. Die Zusammensetzungen der verwendeten Losungen, sofern nicht anwendungsbereit
im Kit enthalten, sind in Tabelle angegeben.

Waschen, Farben, Scannen Nach der Inkubation wurden die Samples aspiriert. Die
Arrays wurden 3fach fiir je eine Minute mit 100pl TEF Washing Losung gewaschen. An-
schlieflend wurden die Arraykammern mit 100l der Primary Antibody Losung befiillt und
1h lang inkubiert. Die Primary Antibody Losung wurde aspiriert und die Kammern mit
100pl TF Washing Losung gewaschen.

Die im Kit mitgelieferte Silverquant Box, eine verschliefshare Hybridisierungskammer
fiir Objekttrager, wurde mit 15ml TF Washing Losung befiillt. Die Hybridisierungsrahmen
der Arrays wurden von den Objekttriagern entfernt, die Slides in die Kammer eingebettet
und Silverquant Box geschlossen. Nach einer 1 miniitigen Waschung erfolgte ein Austausch
der Waschlosung gegen 15ml Secondary Antibody Losung und eine Inkubation bei Raum-
temperatur fiir 10min. Im Anschluft wurden die Slides erst 3fach je fiir Imin mit SQ Wash
Buffer gewaschen und danach in 15ml verdiinnter Gold-Konjugat-Losung fiir 45min bei

Raumtemperatur und 300rpm im Thermomixer inkubiert.

30



2.2. LABORANALYTISCHE METHODEN

Reagenz Volumen /Menge

TF Washing Solution
Washing Buffer A 5ml

Aqua dest 95ml
Samplecocktail

Nuklearer Extrakt 30pg
Sample Solution auf 40nl aufgefiillt
Binding Solution 60nl
Primary Antibody Solution

Primary Antibody Cocktail 4nl
Blocking Solution 1 600pl
Secondary Antibody Solution

Secondary Biotinylated Antibody Mix 6pl
Blocking Solution 1 15ml
SQ Wash Buffer

UniBuffer 5ml
Tween 20 200l
Aqua dest 195ml
Pre-Blocking Buffer

UniBuffer ml

Aqua dest 6 15ml

Verdiinnte Gold-Konjugat-Losung

Pre-Blocking Buffer 2ml
Aqua dest 18ml
Anti-Biotin-Gold Konjugat 40pl

Rinsing Buffer
Silverquant Buffer 2ml
Aqua dest 18ml

Tabelle 2.16: MAPK-TF-Chips: Zusammensetzung der verwendeten Losung fiir die MAPK
Transkriptionsfaktor Arrays der Firma Eppendorf. Die hier verwendeten Reagenzien ent-
stammen dem TF Chip MAPK Kit.
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Erneut erfolgte ein 4facher Waschschritt fiir je 1min mit SQ Wash Buffer, gefolgt von
einer Waschung fiir 1min mit Rinsing Buffer. Die Silverquant Box wurde mit 7,5ml Sil-
verquant Solution B befiillt und die Slides 5min lang bei Raumtemperatur und 300rpm
inkubiert. Zuletzt wurden die Arrays zweifach fiir je 30s mit destilliertem Wasser gewa-
schen und 5min lang bei 600g zentrifugiert.

Das Scannen erfolgte mit dem Eppendorf Silverquant Scanner und die Detektion sowie

Auswertung mit der Silverquant Analysis Software.
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2.3 Programme und statistische Methoden

Ausgehend von einer vollendeten Hybridisierung der Samples auf den Microarrays war
eine Vielzahl von technischen und bioinformatischen Schritten notwendig, um aussage-
kréaftige Resultate in einen biologischen Rahmen zu setzen. Diese Schritte kénnen in drei
Stufen unterteilt werden, die Generation semi-quantitativer Hybridisierungssignale, die sta-
tistische Auswertung der Signale und schlieflich die biologische Interpretation der Daten.
Die Generation der Hybridisierungssignale umfasste das technische Scannen der Chips,
eine Umwandlung der Bilddateien in numerische Werte sowie anschliefende Korrekturen
der erhaltenen Signalwerte. Bei der bioinformatischen Auswertung kamen diverse Visua-
lisierungstechniken, Testverfahren, Annotationen und Korrelationsverfahren zum Einsatz.
Diese sollten die potentiellen Unterschiede und Zusammenhénge der untersuchten Modelle
aufzeigen. Wahrend der biologischen Auswertung wurden schlieflich die Ergebnisse der
vorherigen Schritte in einen biologischen Rahmen gesetzt. Dabei sollte ein Modell gefun-
den werden, daft die Beobachtungen beschreibt und mégliche Ansétze zur Systemkontrolle
in Aussicht stellt. In den folgenden Abschnitten werden die durchgefiithrten Schritte und
die dabei verwendeten Programme und Methoden beschrieben. Bei Arrays von Affymetrix
wird tiblicherweise zwischen Proben, einzelne 25 basenpaarlange Oligonucleotide, und Pro-
besets, aus mehreren Proben bestehende, genspezifische Transkripte, unterschieden. Zur
Vermeidung von Irritationen werden Tumorproben daher zukiinftig in den bioinformati-

schen Abschnitten mit Sample referenziert.

2.3.1 Programme und Umgebungen

Der Grofsteil der bioinformatischen Arbeit erstreckte sich iiber drei Plattformen. Die ers-
ten Schritte erfolgten mit der GeneChip Operating Software. Die nachfolgenden Schritte
wurden in der Programmierumgebung R und unter Einsatz von Online-Ressourcen durch-

gefiihrt.

GeneChip Operating Software Die Software zur Steuerung der Waschstation und
des Scanners von Affymetrix sowie zur priméren Analyse der Ergebnisse tréagt den Namen
GeneChip Operating Software. Sie ist zur Zeit in der Version 1.4 auf der Affymetrix Website
erhéltlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Software zur Bedienung der Waschstation
und des Scanners, sowie zur Generierung von CEL-Dateien verwendet. Alle weitergehenden

Analyseschritte wurden mit externen Programmen durchgefiihrt.
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Programmiersprache R R ist eine freie open source Sprache fiir statistische Analysen
und Visualisierungen. Gleichzeitig stellt R eine Entwicklerumgebung bereit, in der Be-
rechnungen interaktiv durchgefiihrt werden kénnen. Aufgrund des modularen Aufbaus des
Systems konnen Funktionen, Methoden und Datenséitze in Form von sogenannten Packa-
ges jederzeit bereitgestellt und nachtraglich installiert werden. Wegen der hohen Flexibi-
litdt und den guten Schnittstellen zu anderen Sprachen erfreut sich die Sprache grofer
Beliebtheit. Im Bereich der Microarraybasierten Forschung hat sich eine Entwickler- und
Forschungsgemeinde etabliert, die laufend neue Verfahren und Techniken in Form von R-
Packages veroffentlicht.

Im Rahmen der statistischen Auswertung in dieser Arbeit ist die Programmiersprache R
in der Version 2.6.2 zum Einsatz gekommen. Zur Zeit ist Version 2.7.2 unter http://www.r-

project.org verfiigbar.

Bioconductor Bei Bioconductor [62] handelt es sich um ein freies open source Software
Projekt auf der Basis der Programmiersprache R. Die Module dienen speziell der Analyse
und Verarbeitung von genomischen Daten. Ein besonderer Schwerpunkt liegt dabei auf
der Verarbeitung von Microarray-Experimenten. Der Zugriff auf die 6ffentlichen Packages
kann jederzeit onlind’| erfolgen. Anpassungen der Module an eigene Bediirfnisse sind meist
problemlos moéglich. Im Rahmen dieser Arbeit sind diverse Module des Bioconductor Pro-
jektes eingesetzt worden. Eine Auflistung aller verwendeter Pakete und ihrer Versionen ist
in Tabelle zu finden. In den folgenden Abschnitten werden die jeweils verwendeten

Packages explizit ausgewiesen.

GEO The Gene Ezpression Omnibus[19, 54] ist eine Online-Datenbank zur Speicherung
sowie Bereitstellung der Datenséitze und Ergebnisse von Microarrayexperimenten. Die Da-
tenbank wird von NCBI betrieben und ist frei zugénglich. Publikationen von Microarray-
ergebnissen in einschlégigen Fachzeitschriften erfordern mittlerweile eine Publikation der
zugrunde liegenden Datensétze in einer der anerkannten Datenbanken, wie GEOF|oder der
vom EBI betriebenen ArrayExpress’| Datenbank|[124].

"Bioconductor: http://www.bioconductor.org
8http://www.ncbi.nlm.nih.gov /geo/
9http://www.ebi.ac.uk /microarray-as/ae/
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2.3.2 Scannen der Chips und Bildtransformation

Die hybridisierten Affymetrix -Chips wurden mit dem GeneChip Scanner 3000 7G von
Affymetrix gescannt. Die Ausgabe besteht aus einer Bilddatei je Chip in JPG und DAT-
Format. Um daraus verwertbare Signalwerte zu generieren, die den Expressionszustand
der einzelnen Gene, die genomische Kopienzahl oder den Genotypen beschreiben, sind
theoretisch mehrere Einfliisse zu beachten. So registriert der Scanner auch einen gewissen
Anteil an Hintergrundlicht, das von allgemeiner Reflektion herriihren kann, Signale von
potentiellen Artefakten oder nichtspezifischen Hybridisierungen. Die Verarbeitung dieser
Daten kann daher generell in drei Schritte untergliedert werden, die Adressierung, auch als
Gridding bekannt, Segmentierung und Signalextraktion|I84]. Wahrend der Adressierung
wird die genaue Position der einzelnen Spots lokalisiert und einem speziellen Gentranskript
zugeordnet. Dies erfolgt durch die Projektion und Anpassung eines Lesegitters, bei dem
jede Zelle einem Spot entspricht. Die Segmentierung erfasst die Grenzen der einzelnen Spots
und unterscheidet somit zwischen Signal- und Hintergrundbereich. Bei der Signalextraktion
werden schliesslich die gemessenen Pixelintensititen sowie die Hintergrundsignale erfasst
und in einer Datei mit CEL-Format gespeichert. Um eindeutige Werte zu erhalten, die die
Menge der hybridisierten cDNA beschreiben, folgen zuletzt noch Korrekturen anhand der
gemessenen Hintergrundsignale und der globalen Verteilung der erfassten Signale auf den
einzelnen Chips.

Die Verarbeitung der Daten bis hin zu den CEL-Dateien erfolgte mit der GeneChip

Operating Software, Version 1.4, von Affymetrix .

2.3.3 Hintergrundkorrektur, Normalisierung und Segmentierung

Die vom Scanner erfassten und von der Affymetrix Software in den CEL-Dateien gespei-
cherten Signale sind typischerweise fehlerbehaftet. Groften Einfluss auf die Signale haben
praanalytische Parameter und systematische Abweichungen. Hinzu kommen technische
Fehler. Diese mussten bei der Auswertung berticksichtigt und soweit moglich korrigiert
werden. Diese Verfahren umfassten Schritte zur Hintergrundkorrektur, zur Berechnung der
Signale aus einzelnen Sondensignalen sowie zur Normalisierung der Signalbandbreite iiber
die Gesamtheit der gemessenen Chips. Im Falle der array-CGH Chips mussten die Daten
segmentiert werden, um Amplifikationen und Deletionen zu bestimmen. Fiir die SNP-
Arrays wurden zusétzlich die Genotypen bestimmt. Im folgenden wird auf die einzelnen

Schritte etwas naher eingegangen.
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Hintergrundkorrektur umfasst typischerweise eine Reihe von verschiedenen Verfahren,

die einzelne oder auch mehrere der folgenden Aufgaben leisten:

e Eine Korrektur von Hintergrundrauschen und Prozessierungseffekten.

e Fine Beriicksichtigung von Kreuzhybridisierungen durch nichtspezifische DNA- Bin-

dungen auf dem Array.

e EFine Anpassung der Signalschétzungen an eine sinnvolle Skala, bspw. derart, daf sie

einem linearen Konzentrationsgradienten folgen.

Bei vielen Systemen kann die Umgebung der einzelnen Spots zur Berechnung der Hin-
tergrundsignale herangezogen werden. Aufgrund der dichten Packung der Spots auf den
Arrays bei Affymetrix musste in diesem Fall der Hintergrund aus den Signalen selber ge-
schitzt werden. Zur Zeit werden fiir Expressionsarrays bei Forschergruppen primér zwei
verschiedene Verfahren favorisiert.

Das von Affymetrix verdffentlichte und in der eigenen Software implementierte MAS
5.0 Verfahren [4] [3] 9] 8] verwendet die eigens dafiir konstruierten Mismatchproben auf
dem Chip. Jeder Transkriptprobe mit komplementérer Zielsequenz (PM = Perfect Match)
steht dabei eine Probe mit einer Basenmutation an Position 13 von 25 (MM = MisMatch)
gegeniiber. Die fiir die MM-Proben gemessenen Signale geben theoretisch den Anteil der
unspezifischen Bindungen an den PM-Proben an. Eine Korrektur kann somit durch Sub-
traktion der MM-Signale von den PM-Signalen erfolgen. Zur Beriicksichtigung von Hinter-
grundlichteinfliissen wird der Chip in mehrere Regionen unterteilt. Fiir jede dieser Regionen
wird der Hintergrund separat bestimmt, iiber den Chip gewichtet und anschliefend mit den

einzelnen Signalen verrechnet.

Die Effektivitiat der MM-Proben ist allerdings seit ldngerer Zeit umstritten, da die tat-
sichlichen Vorgénge und Affinitdten bei der Hybridisierung zu komplex sind, um sie iiber
einen einzelnen Basenaustausch abzuschétzen [I15] [77]. Tatséchlich kénnen mitunter Si-
gnale der MM-Proben beobachtet werden, die iiber jenen der zugehorigen PM-Proben
liegen. Hier iiberlagern die Effekte der Kreuzhybridisierungen jene Signale der spezifi-
schen Bindungen. Das von Irizarry et al. publizierte Robust-Multiarray-Average Verfahren
RMA |77, 25, [76] verwirft daher die Signale der MM-Proben und berechnet eine Schét-
zung des Hintergrundes sowie der unspezifischen Hybridisierungen aus der Verteilung der
PM-Signale. Mittlerweile hat sich RMA als Standardverfahren etabliert und ist auch von
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Affymetrix in der neuesten Analysesoftware als Alternative zum MAS 5.0 Verfahren im-
plementiert [2].

Die Ergebnisse der Hintergrundkorrektur durch RMA liegen iiblicherweise in logarith-
mischer Form zur Basis 2 vor. Die gemessenen Signalintensitéten der hybridisierten Tran-
skripte tendieren dazu, sich iiber eine exponentielle Skala zu erstrecken. Die Grundlage
dafiir bilden exponentielle Funktionen der sequenzabhéngigen Affinitdten und der Ener-
getik der Basenpaarung. Eine logarithmische Transformation bietet somit die Mo6glichkeit
die Hybridisierungsskala addquat anzupassen [153].

Desweiteren bietet eine logarithmische Skala den Vorteil einer besseren Bandbreite der
Extremwerte sowie einer leichteren Lesbarkeit. Nicht zuletzt bietet die Transformation von
Multiplikationsrechnungen auf Additionsrechnungen einen deutlichen Geschwindigkeitsvor-
teil bei rechenintensiven Aufgaben, da Multiplikationen auf Computerebene deutlich auf-

wendiger sind.

Die Basenzusammensetzung der einzelnen Proben fithrt zu unterschiedlichen Affinitéa-
ten [116]. Einerseits spielt dabei der GC-Gehalt der Proben eine Rolle. Andererseits sind
nur zwei der vier Basen (Uracil und Cytosin) biotinmarkiert. Die Biotinmarkierung jedoch
beeinflusst die Bindungsaffinitit. Desweiteren ist die Grofse der ausgetauschten Base in
der MM-Probe von Bedeutung, da der sterische Einfluss bei zwei sich gegeniiberliegen-
den Purinen grofer ist als bei Beteiligung von Pyrimidinen. Einige Korrekturverfahren wie
gcRMA[I82], das auf dem RMA-Verfahren aufbaut, versuchen diese Effekte zusétzlich zu

modellieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde RMA als Korrekturverfahren eingesetzt. Die verwende-
te Funktion justRMA stammt aus dem Bioconductor-Package affy. Die Ausgabe bestand
aus einer Tabelle, die die Expressionssignale enthélt. Die einzelnen Transkripte des Mi-
croarrays sind zeilenweise angeordnet, die Samples spaltenweise. Die Werte lagen in loga-

rithmischer Form zur Basis 2 vor und wurden als TXT-Datei abgelegt.

Im Falle der array-CGH Daten wird gleichzeitig mit der Tumorprobe eine Referenzprobe
auf dem gleichen Array hybridisiert. Die beiden Proben werden mit unterschiedlichen Farb-
stoffen markiert und anschliefsend die beiden Signale voneinander subtrahiert. Hier dient
die Referenz der Bestimmung von Normalkopienzahl und einer zusétzlichen Korrektur der

Hintergrundsignale.
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Normalisierung Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, in dessen Verlauf uner-
wiinschte, nicht biologische Varianzen verrechnet werden, die zwischen mehreren Microar-
rays auftauchen. Prinzipiell konnen Unterschiede zwischen Microarrayergebnissen als bio-
logisch interessant oder verschleiernd klassifiziert werden[68]. Die verschleiernde Varianz
ist jener Anteil, der im Prozess der Normalisierung entfernt werden soll. Diese Varianzen
konnen z.B. in Unterschieden in der eingesetzten RNA-Menge, in minimalen Einstellungen
des Scanners oder anderen Faktoren begriindet sein. Gangige Verfahren sind das Quanti-
le Normalisation Verfahren [25], Contrast Normalisation Verfahren [15], bzw. das Cyclic
Loess Verfahren [184] oder auch ein einfaches Scaling Verfahren [4, 3,10, 8], wie es Affyme-

trix urspriinglich verwendete.

Die Expressionsarrays sind mittels der im Bioconductor Package affy umgesetzten
Quantile Normalisation prozessiert worden. Fiir die SNP-Arrays wurde das SNP 6.0 Pro-
be Level Access Tool SPLAT [7] verwendet. Im Anschluff wurde ein Abgleich gegen eine
interne Referenz durchgefiihrt. Die array-CGH Daten wurden mit dem Loess-Verfahren
normalisiert.

Die Ergebnisse der Normalisierungsverfahren bilden die Grundlage fiir alle weiteren

Auswertungen und statistischen Verfahren.

AffyProbeMiner Das Design der Arrays von Affymetrix beruht auf einer Gliederung
in Proben und Probesets. Die Probesets setzen sich aus mehreren einzelnen Proben, 25
basenpaarlangen Oligonucleotiden, zusammen. Diese sind entlang der Transkriptsequenz
eines Gens 3’lastig verteilt. Wahrend der Signalberechnung, werden die Einzelsignale aller
Proben eines Probesets nach der Hintergrundkorrektur und Normalisierung zu einem ge-
meinsamen Signal aufsummiert. Diese Summe gibt das spéter verwendete Expressionssignal
des Probesets an.

Im Zeitraum zwischen dem Design der Microarrays und der Durchfiihrung der Ana-
lyse hat sich das Wissen iiber die humanen und murinen Gene und deren Transkripte
stark erweitert. Auf den Arrays von Affymetrix wurden zur Entwicklungszeit etliche EST-
Sequenzen integriert. Zudem wurden fiir viele Gene alternative Transkripte gleichzeitig
auf dem Chip abgebildet. Diese sollten mdgliche Splice-Varianten der Gene abbilden. In
Kontrast zu dem Begriff Gen wird daher im weiteren Verlauf dieser Arbeit fiir die auf den

Arrays integrierten Transkripte der Begriff Probeset verwendet.
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Ende 2007 wurde von einer Gruppe von Mitarbeitern des NIH und der University of
Maryland eine Revision der auf einigen Chips befindlichen Probesets und den zugrunde
liegenden Transkripten durchgefiihrt [98]. Im Zuge der Arbeit wurden viele Probesets, die
jeweils Transkripte des gleichen Gens abbildeten, zu einem einzigen Probeset zusammen-
gefasst. Damit ging eine Reduzierung der Datenmenge und eine Steigerung der Daten-
versténdlichkeit einher. Die durch die Revision entstandenen neuen Annotationen wurden
unter dem Namen AffyProbeMiner versffentlicht'®) Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
AffyProbeMiner-Annotation fiir die murinen Arrays der Brusttumore eingesetzt. Bei Er-
gebnissen werden in diesem Fall sowohl die original Probeset-Bezeichnungen von Affymetrix

als auch die neuen Bezeichnungen angegeben.

Segmentierung Genomische DNA erfiahrt wihrend der Tumorprogression haufig lokale
Verénderungen in der Kopienzahl. Im Gegensatz zu Expressionsarrays ist hier das Verhalt-
nis der Signalniveaus der einzelnen Gentranskripte von entscheidender Bedeutung. Das Ver-
héltnis der Transkriptsignale untereinander bestimmt die Kopienzahl von chromosomalen
Abschnitten, der Segmente. Segmentierungsverfahren, haufig auch Break-Point-Detection
Verfahren genannt, bestimmen die Grenzen der einzelnen Segmente. Jedem Segment wird
ein gewichteter Mittelwert der von ihm zusammengefassten Transkriptsignale zugeordnet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl fiir die SNP-Arrays als auch die array-CGH Chips
das Circular Binary Segmentation Verfahren [1211, [172] angewendet. Dieses ist im Biocon-

ductor Package DNAcopy umgesetzt.

Bei den SNP 6.0 Arrays der Neuroblastome wurden sowohl die Signale der SNP als auch
der CN Proben zur Bestimmung von Amplifikationen und Deletionen herangezogen. Diese
wurden zu Beginn jeweils separat mit einer internen Referenz standardisiert und anschlie-
fend segmentiert. Nach der Bestimmung und Klassifizierung der Aberrationen wurden die

Ergebnisse zusammengefiihrt.

Ausgehend von den mit DNAcopy berechneten Segmenten wurde bei genomischen Ab-
berationen zwischen Gain, Amplifikation, Loss und Deletion unterschieden. Zur Klassi-
fikation wurde vorangehend die Nullinie der Signale bestimmt. Hier erfolgte vorerst ei-
ne Zentrierung der Segmente um den Modalwert der Segmentmittelwertverteilung jedes

Samples. Fiir jedes einzelne Sample wurde die Standardabweichung des 50% Quantils der

10 AffyProbeMiner: http://gauss.dbb.georgetown.edu/liblab /affyprobeminer /home.html
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unsegmentierten Signalwerte ermittelt. Anschiefsend wurden Aberrationen als Gains bzw.
Losses klassifiziert, sofern der Segmentmittelwert grofer bzw. kleiner als die (negative)
zlow-fache Standardabweichung war. Fiir Amplifikationen bzw. Deletionen wurde ein Seg-
mentmittelwert vorausgesetzt, der die (negative) zhigh-fache Standardabweichung des 90%

Quantils iiber- bzw. unterschritt. Die Faktoren zlow und xhigh waren modellabhéngig.

Genotypisierung Zur Bestimmung der Genotypen fiir die SNP 6.0 Arrays wurde die
Genotyping Console Version 2.1 von Affymetrix verwendet. Diese verwendet das Birdseed
Verfahren [6l, 129] [5]. Die Ausgabe besteht aus einer TXT-Datei, die die Genotypen der

einzelnen SNPs fiir alle Gewebeproben speichert.

Mittlere Absolute Abweichung Die Mittlere Absolute Abweichung oder auch Mean
Absolute Deviation, kurz MAD-WERT, ist ein robuster statistischer Schétzer fiir die Stan-
dardabweichung. Er wird hdufig zur Abschétzung der Stéirke des Hintergrundsignals bei
array-CGH Experimenten verwendet. Je kleiner der Wert ist, umso geringer wird das Hin-

tergrundsignal eingeschétzt und umso hoher ist die Qualitit der weiterverarbeiteten Signa-

le. Der MAD-Wert errechnet geméfs Gleichung 3|

MAD = median|z; — T|

Gleichung 3: Berechnung der Mittleren Absoluten Abweichung (Mean Absolute Deviation).
Sie wird héufig als Schétzer fiir die Stiarke des Hintergrundsignals bei array-CGH Experi-
menten verwendet. Je kleiner der Wert ausfillt, umso geringer ist das Hintergrundsignal.

2.3.4 Visualisierungsverfahren

Zur Visualisierung der Datenqualitdt und Ergebnisse wurden mehrere Standardverfahren

zur Anwendung gebracht. Diese sollen im folgenden Abschnitt beschrieben werden.

Density-Plot Die Dichtefunktion der Signalwerte eines Arrays gibt Aufschluss iiber Ver-
teilung und Zusammensetzung der Signale. Haufig ist eine Trennung zwischen spezifischen
Hybridisierungen und Transkripten mit vorwiegend nichtspezifischem Signal als bimodale
Verteilung erkennbar. Desweiteren kann die Signalverteilung als Mafs fiir die Vergleichbar-
keit mehrerer Arrays untereinander herangezogen werden. Die Berechnung der Dichtefunk-

tionen in dieser Arbeit erfolgte mittels der Funktion density aus dem R-Package stats.
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Box-Whisker Plots FEin Box-Whisker Plot [161], auch kurz Boxplot genannt, ist ein
Diagramm, das zur einfachen graphischen Darstellung der Verteilung von Daten und ihrer
Quantile eingesetzt wird. Er fasst verschiedene Mafse der zentralen Tendenz, Streuung und
Schiefe in einem Diagramm zusammen. Alle Werte der Fiinf-Punkte-Zusammenfassung,
also der Median, die zwei Quartile und die beiden Extremwerte, sind dargestellt. Die Lan-
ge der Whisker betriagt maximal das 1,5-fache des Interquartilabstands. Werte, die diese
Grenze iiberschreiten, werden als Ausreifer gewertet und als einzelne Punkte abgebildet.
Fiir diese Arbeit erstellte Boxplots wurden mithilfe der Funktion graphics des R-Packages

graphics generiert.

Heatmaps stellen eine Anzahl gemessener Signalwerte in farblicher Kodierung dar. Die-
se Strategie ermdglicht einen schnellen Uberblick {iber den Signalverlauf in verschiedenen
Samples oder Genen. Dabei sind iiblicherweise die Samples in Spalten und Gene in Zeilen
angeordnet. Haufig wird diese Technik mit einem vorangehenden Cluster-Verfahren (siehe
Abschnitt kombiniert. In diesem Fall sind die Samples und/oder Gene nach Ahnlich-
keit sortiert. Dendrogramme erginzen in diesem Fall die Ubersicht zur Visualisierung der
Verwandschaftsverhéltnisse. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Heatmaps mithilfe der heat-
map.2 Funktion des R-Package gplots erstellt. Fiir erweiterte Farbskalen ist das R-Package

RColorBrewer eingesetzt worden.

Venn-Diagramme Venn-Diagramme sind Mengendiagramme, die alle moglichen Rela-
tionen zwischen zwei oder mehr Mengen anhand von Kreisen oder Ellipsen darstellen. Die
Schnittmengen werden durch {iberlappende Regionen der geometrischen Formen symboli-
siert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Venn-Diagramme zur Darstellung der Schnittmen-
gen mehrerer Genlisten eingesetzt. Die dafiir verwendeten Funktionen vennCounts und

vennDiagram stammen aus dem Bioconductor-Package limma.

Segmentation Plots Um Anderungen in der Kopienzahl von DNA Samples schnell
erfassen zu kénnen werden die Ergebnisse einer Segmentierung von array-CGH Daten {iib-
licherweise graphisch dargestellt. Dabei kann sich der Rahmen /Umfang auf einzelne Chro-
mosomen beschranken oder iiber das gesamte Genom erstrecken. Die Signale der einzel-
nen Transkripte werden als Punkte dargestellt. Die Ordinate bildet dabei den Transkript-
LogRatio, das Verhiltnis des Tumorsignals zum Referenzsignal, ab. Die einzelnen Tran-
skripte sind geméf der Rangfolge ihrer chromosomalen Position entlang der Abszisse an-

geordnet. Zusétzlich zu den urspriinglichen LogRatios werden die Segmente als Kopienstu-
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fen abgebildet. Einige Graphiken in dieser Arbeit wurden mittels der plot Funktion des
BioConductor-Packages DNAcopy erstellt. Andere wurden manuell iiber den plot Befehl
des R-Packages graphics generiert.

2.4 Supervidierte und unsupervidierte Testverfahren

Zur Untersuchung moglicher in der Tumorgenese involvierter Gene konnen primér zwei
Strategien verfolgt werden. Erstens konnen sogenannte supervidierte Verfahren eingesetzt
werden. Dabei wird a priori Wissen iiber die phanotypische Zusammensetzung der Samp-
les oder den funktionellen Zusammenhang bestimmter Transkripte fiir eine gezielte Grup-
pierung verwendet. Supervidierte Verfahren identifizieren Gene, Regionen oder Sample-
gruppen, die in Hinsicht auf die getroffene Gruppierung einen signifikanten Unterschied
aufweisen. Zweitens ist der Einsatz von nichtsupervidierten Verfahren moglich. In diesem
Fall werden Gruppen von Samples oder Genen ausschliefslich auf der Basis der gemessenen
Signale bestimmt, die hinsichtlich ihrer Signalwerte in verschiedene Klassen eingeordnet
werden konnen. Der folgende Abschnitt soll eine Ubersicht iiber die verwendeten Verfah-

ren geben.

2.4.1 Hypothesentests und Korrektur fiir multiples Testen

Um statistisch signifikante Unterschiede in den Expressionsniveaus der Gruppen zu be-
stimmen, wurden verschiedene Testverfahren eingesetzt. Das Konzept der statistischen
Signifikanz beruht dabei auf der Annahme, dafs die Wahrscheinlichkeit die observierten
Unterschiede zuféllig zu beobachten &duflerst gering ist. Das Signifikanzniveau ist dabei
ein Mafs fiir die Wahrscheinlichkeit die Nullhypothese abzulehnen, obwohl sie in Wirklich-
keit zutrifft. Zu diesem Zweck wird ein P-Wert berechnet. Ist dieser Wert kleiner als das
Signifikanzniveau wird die Nullhypothese abgelehnt, andernfalls angenommen. Je kleiner
der P-Wert ist, umso signifikanter ist der Unterschied. Abhéngig davon, ob man von ei-
ner Normalverteilung der Daten ausgeht oder nicht, bezeichnet man die Testverfahren als

parametrisch oder nichtparametrisch.

Student’s t-Test Der Student’s t-Test [64] ist ein parametrisches Verfahren, bei dem die
Mittelwerte zweier Gruppen verglichen werden. Die primér berechnete Teststatistik wird
im Anschlufs in einen P-Wert transformiert. Der Test geht von einer Normalverteilung

der Daten und gleicher Varianz in beiden Gruppen aus. Die Teststatistik 1" wird anhand
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einer Formel berechnet, die die Differenz der Mittelwerte im Zahler trégt. Der Nenner
wird durch den Standardfehler der Differenz gebildet, der mit sinkender Varianz innerhalb
der Gruppen oder steigender Gruppengrofe schrumpft. Steigt die Differenz im Zahler oder
schrumpft der Standardfehler im Nenner so wéchst T. Die T-Statistik steht in umgekehrter

Relation zum P-Wert. Je grofser T ist, umso kleiner ist demnach der P-Wert.

Welch t-Test Der Nachteil des Student’s t-Test ist die Voraussetzung gleicher Vari-
anzen in den betrachteten Gruppen. Die Bedingung ist haufig erst bei Gruppengroken
von 10.000 Werten erfiillt. Selbst die umfangreichsten Microarray-Studien erreichen jedoch
nicht annéhernd solche Grofen. In diesem Fall kann der Welch t-Test [177] eingesetzt wer-
den. Es handelt sich dabei um eine Abwandlung des Student’s t-Test, die von potentiell
unterschiedlich grofen Varianzen innerhalb der Gruppen ausgeht. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde die Funktion t.test(var.equal=FALSE) aus dem R-Package stats aufgerufen, um
Welch-P-Werte zu berechnen.

Bonferroni Korrektur Bei gleichzeitigen multiplen Vergleichen von Gruppen steigt die
Wahrscheinlichkeit per Zufall das Signifikanzniveau zu unterschreiten. So existiert bei 100
Vergleichen und einem Signifikanzniveau von 5% bereits eine reelle Chance, rein zuféllig 5
als signifikant bewertete Ergebnisse zu erhalten. Korrekturverfahren fiir multiples Testen
bereinigen Resultate aus statistischen Tests um jene Zufallsergebnisse. Zu den recht kon-
servativen und stringenten Methoden zéhlt die Bonferroni Korrektur [181]. Sie kontrolliert
die Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse. In dieser Arbeit erfolgte die Berechnung der
Bonferroni Korrektur iiber die Funktion p.adjust(method="Bonferroni") des R-Packages

stats.

Benjamini-Hochberg Korrektur Im Gegensatz zu der Bonferroni Korrektur kontrol-
liert die Benjamini-Hochberg Korrektur [20] die Anzahl der falsch-negativen Ergebnisse.
Das Verfahren ist damit weniger stringent als ersteres und damit fiir manche Experimente
besser geeignet. In dieser Arbeit erfolgte die Berechnung der Benjamini-Hochberg Korrektur
tiber die Funktion p.adjust(method="BH") des R-Packages stats.

2.4.2 Clustering-Verfahren

Clusteringverfahren dienen im Allgemeinen der nichtsupervidierten Gruppierung von Da-

ten. Ein Cluster stellt dabei eine Gruppe von Datenpunkten dar, die sich gegenseitig dhn-

43



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

licher sind als den tibrigen Daten. Die berechneten Gruppierungen kénnen als Bestatigung
vorgefasster Hypothesen aufgefasst werden, zur Visualisierung von Ahnlichkeiten oder als
Ausgangspunkt fiir weitere supervidierte Testverfahren, so z.B. zur Bestimmung der Gene,

die die determinierte Ahnlichkeit am besten beschreiben.

Hierarchical Clustering Unter Clustering versteht man die Klassifizierung von Daten
in mehrere Gruppen auf der Grundlage von definierten Distanzmafen. Das Distanzmafl
bestimmt die Ahnlichkeit zweier Werte und somit die Relation der Daten zueinander.
Je kleiner die Distanz ist, umso &hnlicher sind die Daten. Héufig verwendete Distanz-
mafse sind die Euklidische Distanz, Manhatten Distanz und das Pearson Produkt-Moment-
Korrelationsmaf$ [26]. Die Gruppierung der Daten anhand der berechneten Distanzen kann
nach verschiedenen Verfahren erfolgen. Beim Hierarchischen Cluster Verfahren wird in ei-
nem iterativen Prozess ein Datenpunktpaar zu einem Cluster zusammengefasst und die
Distanz der iibrigen Datenpunkte zu diesem Cluster neu berechnet. Die Auswahl des in
einer Iteration zusammengefassten Paares erfolgt geméfs einem zuvor definierten Linkage-
Verfahren.

Als Distanzmaft wurde im Rahmen dieser Arbeit die Euklidische Distanz verwendet.
Als Linkage-Verfahren wurde das Ward Verfahren eingesetzt. Die Distanzberechnung und
Clustering Prozeduren wurden iiber die Funktionen dist und hclust des R-Packages stats
durchgefiihrt.

2.4.3 Korrelationsverfahren

Ein wichtiges Ziel des Projektes war die Korrelation der aus den Expressionsarrays ge-
wonnen Daten mit den Ergebnissen der SNP-Analytik bzw. der array-CGH Chips. Dieser
Ansatz sollte helfen, den Einfluss der genetischen Variationen oder Léasionen auf die Me-
tastasierung und den Differenzierungsgrad abzuschétzen. Obwohl bereits erste Methoden
zur Verkniipfung von Expressionssignaturen und genomischen Daten verdffentlicht wurden
[186, 173, 41, 10, 157], ist die Kombination dieser Daten nach wie vor komplex, insbesonde-
re da die Daten auf unterschiedlichen Plattformen generiert wurden und in der Folge sehr
inhomogen sind. Zwei Korrelationsanséitze wurden untersucht und werden im folgenden

naher beschrieben.
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Bei guter Korrelation der nativen Datenzuordnung liegen deren Werte dichter an der
Diagonalen als bei den permutierten Zuordnungen!

Abbildung 2.1: Permutation der Samplezuordnung beim Korrelationsverfahren nach
B. Stranger et al. [I57]. Bei einer Permutation wird eine ,falsche* Zuordnung zwi-
schen Expressions- und CGH- bzw. SNP-Arrays vorgenommen. Die Korrelationsgiite der
originalen, ,korrekten“ Zuordnung im Vergleich zu den P-Werten der permutierten Zuord-
nungen entscheidet iiber die Signifikanz.

Verfahren nach B. Stranger In ihrer Arbeit verwendeten B. Stranger et al. [I57] erst-
mals eine Korrelationsstrategie, die Ubereinstimmungen in Expressionsdaten und Copy-
number Variations mittels linearer Regressionen bewertet. Im Laufe der vorliegenden Ar-
beit wurde dieses Verfahren adaptiert und fiir spéatere Berechnungen auf einem Server des
Zentrum fiir Bioinformatik Hamburﬂ zuganglich gemacht. Zu Beginn des Verfahrens wird
eine 1:n Tabelle erstellt, in der jedem Probeset des Expressionschips mehrere Transkripte
des CGH- oder SNP-Arrays, innerhalb eines definierten Basenpaarfensters up- und down-
stream vom Expressionstranskript, zugeordnet werden, siehe Abbildung 2.2} In den Folge-
schritten werden fiir die Zuordnungen lineare Regressionen zur Bestimmung der Uberein-
stimmungsgiite von Expression und genomischer Kopienzahl durchgefiihrt. Um statistische
Fehler durch multiples Testen zu beriicksichtigen, werden fiir jedes Probeset des Expressi-
onschips, mittels 10.000 randomisierter Permutationen, definierte P-Wert-Quantilgrenzen
bestimmt, siche Abbildungen [2.1] und 2.2 Fillt der native P-Wert einer Regression unter
eine gewiinschte Quantilgrenze der P-Wert-Verteilung, wird die Korrelation als signifikant

anerkannt.

HZentrum fiir Bioinformatik Hamburg: http://www.zbh.uni-hamburg.de
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Abbildung 2.2: Das Korrelationsverfahren fiir einzelne Gene nach B. Stranger [I57] wurde
adaptiert und zusétzlich fir SNP 6.0 Arrays von Affymetrix angepasst. Jedem Gen werden
auf Expressionsebene mehrere SNP/CNV- oder CGH-Probes zugeordnet (A), die innerhalb
eines definierten Bereiches up- und downstream vom Transkript liegen. Uber eine Reihe von
Regressionen (B) und Permutationen (C), siche auch Abbildung[2.1], wird eine Korrelations-
P-Wert-Verteilung berechnet. Die Lage des nativen P-Wertes innerhalb dieser Verteilung
bestimmt iiber seine Signifikanz (D).
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Genomweite Korrelation Triagt man die Signale eines Expressions-Microarrays in ei-
nem Segmentation Plot auf, so sind die Auswirkungen von Anderungen in der Kopienzahl
eines chromosomalen Abschnitts normalerweise kaum zu erkennen. Diese Beobachtung wur-
zelt in der Heterogenitat der Normalniveaus der Transkriptsignale. Auf DNA Ebene liegt
das Normalniveau der Kopienzahl fiir alle chromosomalen Abschnitte, bei diploiden Or-
ganismen, natiirlicherweise bei zwei Kopien, sofern keine Polyploidie vorliegt. Bei der Ex-
pression von mRNA hingegen kann der Normalzustand von Gen zu Gen unterschiedlich
sein. Um dennoch starke Abweichungen von diesem Normalzustand abbilden zu kénnen
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine z-Score dhnliche Transformation der Werte iiber
mehrere Chips berechnet. Fiir jedes Probeset bzw. Gen wurde ein mittelwertédhnlicher, ro-
buster Tukey’s-Biweight Schétzer T iiber alle Samples sowie die Standardabweichung o
bestimmt. Der transformierte Signalwert ergab sich aus der Differenz zwischen Originalwert
und robustem Mittelwert dividiert durch die Standardabweichung, siche auch Gleichung [4]

Diese Werte wurden anschliefsend als Segmentation Plot aufgetragen.

T —Ir
Lscaled =
Tscaled = Transformierter Signalwert eines Probesets
x = Ausgangssignalwert eines Probesets
Tr = Mittelwertdhnlicher, Robuster Tukey-Biweight Schatzer
o = Standardabweichung des Probesets iiber alle Samples

Gleichung 4: Berechnung des modifizierten z-scores je Probeset zur globalen Korrelation
der Expressionsdaten mit den genomischen Kopienédnderungen.

Eine hinreichend gute Referenz liefs sich hier allerdings nur mit ausreichend vielen,
transkriptionell verschiedenen Samples berechnen. Bei den Brusttumoren konnten die 80
verfiigharen Samples herangezogen werden. Im Falle der Neuroblastome mussten die 9
Samples zur Standardisierung um weitere ergéinzt werden. Zu diesem Zweck wurden 72
Samples der GEO-Datenbani{™| eingesetzt.

125iehe Abschnitte und
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2.4.4 Signaltransduktionswege und Funktionsanalytik

GenMapp GenMapp[T_g] ist ein frei verfiigbares Programm zur Projektion von Expressi-
onsdaten auf bekannte und publizierte Signaltransduktionswege. Groftenteils handelt es
sich hierbei um KEGG- und BioCarta-Maps. Einerseits konnen Gene farblich hervorgeho-
ben werden, die ein definiertes Expressionsmuster aufweisen. Andererseits konnen anhand

von dem Modul Pathfinder signifikant betroffene Transduktionswege ermittelt werden.

EXPANDER Das Programm EXPANDER"™| des Weizmann Institutes in Israel stellt
verschiedene Funktionen fiir Expressionsarrays zur Verfiigung. Hier wurden priméar die
beiden Module TANGO und PRIMA eingesetzt. Ersteres bestimmt innerhalb von iiber-
gebenen Genlisten die Signifikanz von Anreicherungen bestimmter Genfunktionsklassen
gemaft den GeneOntology-Annotationen. Bei PRIMA handelt es sich um eine Methode,
die spezielle Anreicherungen von Transkriptionsfaktorbindungsstellen vorhersagt. Die Vor-
hersagen beruhen auf Bindungsmotiven der Datenbanken TRANSFAC in Form von po-
sitionsgewichteten Matrizen. Sie sind rein statistischer Natur und beinhalten noch keine

Aussage tiber den tatsdchlichen Aktivierungszustand der Transkriptionsfaktoren aus.

2.4.5 Funktionsaufrufe und Flags

Methode R-Package Funktionsaufruf
t-Test stats t.test(x, y, var.equal=FALSE)
Benjamini-Hochberg stats p.adjust(x, method=“BH")
Heatmaps gplots heatmap.2(x, scale="Row*)
Clustering stats helust(x, method=“ward")
Euklidische Distanz stats dist(x)
Normalisierung Expressionsarrays affy justRMA (»files«)
Normalisierung CGH-Arrays limma
Quantil-Berechnung stats quantile(x, probs=

¢(0.05, 0.25, 0.75, 0.95))
Segmentierung DNAcopy segment(smooth.CNA(CNA(x)))
Tukey-Biweight affy tukey.biweight(x)
Varianz / Mittelwert stats var(x) / mean(x)

Bhttp: / /www.genmapp.org/
MEXPANDER: http://acgt.cs.tau.ac.il /expander /expander.html
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Package Version
affy 1.16.0
DNAcopy 1.12
gplots 2.3.2
graphics 2.6.2
limma 2.12.10
RColorBrewer 1.0-2
simpleaffy 1.16.0
stats 2.6.2

Tabelle 2.17: Namen und Versionen der verwendeten Bioconductor Packages

2.5 Dateiformate

Im Zusammenhang mit dieser Arbeit sind einige géngige und einige weniger verbreitete
Dateiformate zu nennen. Sie betreffen die auf dem beiliegenden Datentréger veroffentlichten

Daten. Diese sollen im folgenden Abschnitt etwas naher beschrieben werden.

DAT Format Data File, Affymetrix Microarray Datei, die das eingelesene Bild des Mi-

croarrays enthalt.

CEL Format Cel Intensity File, Affymetrix Microarray Datei, die einen einzelnen Inten-
sitatswert pro Gitterzelle enthélt und von der GeneChip Operating Software aus den
DAT-Dateien erstellt wird. Diese Dateien werden iiblicherweise als Roh-Ergebnis ei-
nes Microarrayexperimentes angesehen und mittlerweile bei Verdffentlichungen von
Datenbanken wie GEO™| oder ArrayExpresd?| eingefordert. Ausgehend von diesen
Dateien sollten alle weiteren Ergebnisse bei nachvollziehbarer Auswertungsstrategie

reproduzierbar sein.

TXT Format Text File, ein géngiges Format zur Textspeicherung in Klarformat ohne
besondere Formatierung. Im Rahmen dieser Arbeit werden damit spezielle Tab Deli-
mited Files bezeichnet, die Tabellen speichern. Jede Textzeile entspricht einer Tabel-

lenzeile, die einzelnen Spalten sind mittels Tabulatorzeichen voneinander getrennt.

XLS Format Fzxcel File, gingiges Format der Firma Microsoft zur kodierten Speicherung

von Tabellen und ihren Formatierungen.

http: / /www.ncbinlm.nih.gov /geo|19, 54]
http: / /www.ebi.ac.uk/arrayexpress|[124]
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JPG Format JPG oder auch JPEG, ist ein Format zur verlustbehafteten Komprimierung
und Speicherung von Bildern. Es handelt sich hier um die gebrauchliche Bezeichnung
fiir die Norm ISO 10918-1. Das Format wurde sowohl fiir die Speicherung der Scan-

bilder der Microarrays als auch fiir erstellte Grafiken verwendet.

PS Format PostScript ist ein Grafikformat, das sich iiber Jahre zu einem Standard in
der Druckindustrie entwickelt hat. Die Dateien kénnen nahezu ohne Verlust von
Informationen in PDF-Dateien eingebettet werden. Das Format wurde zusammen

mit dem JPG-Format zur Erstellung von Grafiken eingesetzt.
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Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 9 Neuroblastome des SCID Mausmodells sowie 80 Mamma-
karzinome des BALB/c Mausmodells untersucht. Alle 9 Neuroblastome wurden sowohl mit
SNP-Arrays auf genetische Aberrationen als auch mit Expressionsarrays hinsichtlich Ande-
rungen auf Transkriptionsebene untersucht. Bei den Mammakarzinomen hingegen erfolgte
die Diagnostik auf genomischer Ebene mittels array-CGH Technik. Hier wurden 56 der 80
Proben sowohl phéanotypisch als auch genotypisch analysiert. Die Mengen des jeweils ein-
gesetzten Materials, die Resultate der Konzentrations- und Qualitédtskontrollen sowie der
Arrayhybridisierungen werden im folgenden Abschnitt beschrieben. Anschliefend werden

die aus den statistischen Verfahren gewonnen Ergebnisse beschrieben.

3.1 Expressionsanalytik

In diesem Abschnitt werden die Resultate der Expressionsanalytik beschrieben. Zur Ver-
meidung von Mehrdeutigkeiten und zum besseren Verstdndnis werden in diesem und den
folgenden Abschnitten die angegebenen Konventionen eingehalten: Expressionswerte wer-
den generell in logarithmischer Form zur Basis 2 angegeben. Die daraus resultierenden
Anderungen im Expressionsniveau berechnen sich als Differenz der Mittelwerte in loga-
rithmischer Form und werden als Signal Log Ratio (SLR) bezeichnet. Zur Darstellung
der Anderungen in linearem Mafstab, z.B. 2fache Anderung, wird die Bezeichnung Fold

Change (FC) verwendet. Eine SLR von 1 entspricht somit einem 2fachen FC.
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3.1.1 Brusttumore

Die Untersuchungen von Brusttumoren in Mausen umfassten eine Reihe von unterschiedli-
chen Fragestellungen, die eine bessere Beschreibung der Tumorgenese ermoglichen sollten.
Zum einen sollte der Effekt von Mutationen im 7Trp53-Gen (nachfolgend mit mutP53 abge-
kiirzt) wiahrend der Laktationsphase erfasst werden. Hierzu wurden sowohl monotransgene
Ma&use mit viralem SV/0 T-Antigen als auch bitransgene Méause mit SV40 T-Antigen
und mutP53 untersucht. Zum anderen sollte ein potentieller transkriptioneller Unterschied
zwischen differenzierten und undifferenzierten Tumoren identifiziert werden. Es wurden
daher Tumore der Differenzierungsgrade G1 bis G4 untersucht. Wildtyp BALB/c Méause
sollten dabei einen Abgleich der Tumorsignaturen mit dem Normalzustand ermdglichen.
Tabelle weist die Zuordnung der einzelnen Samples zu den verschiedenen Gruppen aus.
Aufserdem konnen der Tabelle jene Samples entnommen werden, fiir die gleichzeitig eine

array-CGH Untersuchung durchgefiithrt wurde.

Tabelle 3.1: Liste der untersuchten Brustkrebs-Samples und ihre Eingruppierung. Bei den Samples mit der Bezeichnung
»<MaCa“ in der Tumorgradingspalte handelt es sich um spontane Mammakarzinome, fiir die kein Grading durchgefiihrt wurde.
Tumore der Stufen G1 und G2 wurden als differenziert eingestuft, Tumore der Stufen G3 und G4 als undifferenziert. M&ause
der Linien NP8 und T1 exprimierten lediglich das SV40 T-Antigen. Mause der Linien NP8-W10 und T1-H22 exprimierten
zusétzlich eine mutierte Variante des Trp53 Gens (R245W bzw. R270H).

Array Name interne ID  Tumorgrading Mauslinie Zusatzl. CGH
Tumore

00803.CEL 12030-4 G1 NP8 X
00804.CEL 12271-5 G1 NP8 X
00805.CEL 12159-6 G1 NP8 X
00806.CEL 10667-2 G2 NP8 X
00807.CEL 10811-2 G2 NP8 X
00808.CEL 11885-2 G2 NP8 X
00809.CEL 11885-5 G2 NP8 X
00810.CEL 12108-5 G3 NP8 X
00812.CEL 12192-8 G3 NP8 X
00813.CEL 12212-2 G3 NP8 X
00814.CEL 11304-3 G3 NP8 X
00853.CEL 12109-1 G3 NP8 X
00815.CEL 10870-6 G4 NP8 X
00816.CEL 12192-2 G4 NP8 X
00817.CEL 11093-8 G4 NP8 X
00821.CEL 11063-5 G2 NP8-W10 X
00857.CEL 11254-2 G3 NP8-W10 X
00822.CEL 11254-7 G2 NP8-W10 X
00858.CEL 11461-2 G4 NP8-W10 X
00823.CEL 11519-6 G2 NP8-W10 X
00824.CEL 11947-2 G2 NP8-W10 X
00825.CEL 12525-1 G2 NP8-W10 X
00826.CEL 12569-8 G2 NP8-W10 X
00827.CEL 11560-1 G3 NP8-W10 X
00829.CEL 11445-2 G3 NP8-W10 X
00830.CEL 11485-7 G3 NP8-W10 X
00831.CEL 11551-2 G3 NP8-W10 X

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Ubersicht der Brustkrebssamples — Fortsetzung

Array Name interne ID  Tumorgrading Mauslinie Zusatzl. CGH
00832.CEL 11445-7 G4 NP8-W10 X
00834.CEL 11551-6 G4 NP8-W10 X
10864-6.CEL 10864-6 Gl T1 X
11084-6.CEL 11084-6 G1 T1 X
11096-3.CEL 11096-3 G1 T1 X
10911-7.CEL 10911-7 G2 T1 X
11155-4.CEL 11155-4 G2 T1 X
11155-7.CEL 11155-7 G2 T1 X
10760-8.CEL 10760-8 G3 T1 X
11089-1.CEL 11089-1 G3 T1 X
11191-2.CEL 11191-2 G3 T1 X
11043-4.CEL 11043-4 G4 T1 X
11383-3.CEL 11383-3 Gl T1-H22 X
10682-3.CEL 10682-3 G3 T1-H22 X
11696-5.CEL 11696-5 G3 T1-H22 X
11389-1.CEL 11389-1 G1 T1-H22 X
10682-6.CEL 10682-6 G3 T1-H22 X
11389-3.CEL 11389-3 G2 T1-H22 X
10696-4.CEL 10696-4 G4 T1-H22 X
10699-7.CEL 10699-7 Gl T1-H22 X
11389-8.CEL 11389-8 G2 T1-H22 X
11390-3.CEL 11390-3 G2 T1-H22 X
10726-5.CEL 10726-5 G4 T1-H22 X
spontane Mammakarzinome

00859.CEL 11085-2 MaCa H22 X
00849.CEL 11721-1 MaCa H8 X
00851.CEL 11866-7 MaCa W10 X
00852.CEL 10590-1 MaCa W10 X
00848.CEL 11536-8 MaCa WT X
00856.CEL 11618-1 MaCa WT X
Trangene Mduse vor der Tumorentwicklung

heil 12198 6-7.CEL 12198-6/7 - T1 T130PW

heil 12199 6-7.CEL 12199-6/7 - T1 T130PW

heil 12200 6-7.CEL 12200-6/7 - T1 T130PW
00818.CEL 11433-3/7 - NP8

00819.CEL 11466-3/7 - NP8

00855.CEL 11637-3/7 - NP8

00835.CEL 12545-3/7 - NP8-W10

00836.CEL 12555-3/7 - NP8-W10

00837.CEL 12449-3/7 - NP8-W10

00844.CEL 12603-6/7 - HS8

00845.CEL 12602-6/7 - H8

00846.CEL 12605-6/7 - HS8

00841.CEL 12600-6/7 - W10

00842.CEL 12601-6/7 - W10

00843.CEL 12609-6/7 - W10

Wildtypen

00838.CEL 12615-6/7 - WT

00839.CEL 12613-6/7 - WT

00840.CEL 12614-6/7 - WT

11554-2.3.CEL 11554-2+3 - WT

WT1 Mouse430 2.CEL WT1 - WT

WT2_ Mouse430_2.CEL  WT2 - WT

heil 12066 6-7.CEL 12066-6/7 - WT T130PW

heil 12132 6-7.CEL 12132-6/7 - WT T130PW

heil 12133 6-7.CEL 12133-6/7 - WT T130PW

Ende Tabelle IEI
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Laboranalytik Zur Untersuchung der Tumorgenese in Mammakarzinomen wurde eine
Expressionsanalytik fiir 80 Samples durchgefiihrt. Davon erfolgten die laboranalytischen
Schritte fiir 24 Samples des T1-Modells nach der Isolierung der RNA[ bis zur Hybridisie-
rung im eigenen Labor. Die {ibrigen 56 Samples des NP8-Modells wurden an der Universitét
von Osloﬂ aufgereinigt, amplifiziert und hybridisiert.

Die photometrische Konzentrationsbestimmung der 24 Samples nach der Isolierung er-
gab Konzentrationen zwischen 2,3ug/pl und 7,4pg/ul . Die Verhéltnisse der A260/A280
Extinktionen lagen bei allen Chips bei einem Wert von 2,2. Daraus wurde auf eine ausrei-
chende Reinheit der Proben geschlossen. Die vollstandige Liste der Extinktionsverhéltnisse
und Konzentrationen ist in Tabelle |3.2] angegeben.

Fiir die cDNA-Synthese wurden jeweils 15pug total RNA eingesetzt. Die Qualitit der
cDNA wurde auf einem 1%igem EtBr-Agarosegel {iberpriift. Die in Abbildung erkenn-
baren Banden der ehemals 28S und 18S ribosomalen RNA waren reprisentativ fiir alle
Proben und wiesen auf eine erfolgreiche cDNA Synthese hin. Die Gelbilder der iibrigen
Proben sind in Abbildung im Anhang abgebildet. Die nach der in vitro Transkription
erfolgte Kontrolle auf dem Bioanalyzer wies allgemein, bis auf eine Ausnahme, eine starke
Extinktion bei 34 Sekunden bei Sample 10682-6, einen markanten Spitzenpeak nach 39
Sekunden (18S Peak) auf. Ein représentatives Elektropherogramm findet sich in Abbil-
dung die Elektropherogramme der iibrigen Samples im Anhang in Abbildung und
[A.3] Die Banden auf einem 1%igem EtBr-Agarosegel ergaben charakteristische Banden. Es
konnte daher von intaktem nicht degradierten Material ausgegangen werden. Die photome-
trisch ermittelten A260/A280-Verhéltnisse nach der Aufreinigung lagen im Schnitt bei 1,7.
Die gemessenen Konzentrationen waren fiir die nachfolgenden Schritte ausreichend und
lagen nach der Bereinigung um den Gesamt-RNA Anteil zwischen 5,0pg/pl und 7,7pg/pl.
Die Werte sind zusammen mit den um die Gesamt-RNA bereinigten Konzentrationen in
Tabelle |3.2| aufgefiithrt. Die Agarosegel-Kontrollen der fragmentierten cRNA ergaben ein-
zelne Banden bei rund 100 Basenpaaren und wiesen auf eine erfolgreiche Fragmentierung

hin.

' Die Isolierung der RNA wurde bereits in der Kooperationsgruppe von Dr. Christina Heinlein, Heinrich-
Pette-Institut Hamburg, Abteilung fiir Tumorvirologie, durchgefiihrt.

2Microarray Core Facility, Norwegian Microarray Consortium, Rikshospitalet-Radiumhospitalet HF,
University of Oslo
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Nr. Sample Konz. A260/A280 Konz. n. IVT korr. Konz. A260/A280
1 10864-6 5,0 2,16 7,53 7,03 1,72
2 11084-6 3,6 2,15 7,61 7,11 1,73
3 11096-3 3,2 2,14 5,78 9,28 1,72
4 11383-3 6,5 2,15 7,42 6,93 1,73
) 11389-1 6,8 2,14 6,13 5,63 1,71
6  10699-7 2,6 2,16 6,14 5,64 1,71
7 10911-7 3,7 2,20 5,72 5,22 1,63
8 11155-4 3,5 2,17 6,86 6,36 1,65
9 11155-7 4,1 2,22 6,98 6,48 1,65
10 11389-3 2,9 2,19 6,98 6,48 1,70
11 11389-8 2.3 2,20 8,2 7.70 1,66
12 11390-3 3.8 2,19 5,54 5,04 1,68
13 10760-8 3,8 2,14 7,47 6,97 1,69
14 11098-1 2.8 2.14 7.20 6,70 1,64
15 111912 2.9 9,14 6,21 5,71 1,65
16 11696-5 2,2 2,14 6,66 6,16 1,66
17 10682-3 4,3 2,14 6,12 5,62 1,71
18 10682-6 2.6 2.14 4,02 3.52 1,76
19 11043-4 7,4 2,16 4,39 3,89 1,76
20 10696-4 2,8 2,16 6,78 6,28 1,83
21 10726-5 2,6 2,16 2,67 9,17 1,76
22 11554-2+3 27 2,19 6,60 6,10 1,80
23 WTI1 3,1 2,14 6,05 9,59 1,80
24 WT2 2,8 2,13 7,73 7,23 1,72

Tabelle 3.2: Ubersicht der Konzentrationen und Reinheit nach der Isolierung der RNA aus
den Brusttumoren. Desweiteren sind die Konzentrationen und A260/A280-Verhéltnisse
nach der in vitro-Transkription aufgefiihrt. Angegeben sind die Konzentrationen in pg/pl
und die Reinheit als Quotient der photometrischen Extinktionen bei 260 nm und 280
nm. Das A260/A280-Verhaltnis sollte idealerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Die Sam-
plenummern, angegeben in der ersten Spalte, dienen der Zuordnung der Samples zu den

Agarosegelbanden.
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Abbildung 3.1: Links: Représentative 1%ige EtBr-Agarosegele der Brusttumorsamp-
les. Aufgetragen wurden die Kontrollaliquots nach ¢cDNA-Synthese, nach der in wvitro-
Transkription und nach erfolgter Fragmentierung. Die Zuordnung der Samples kann Tabelle
[3.2l entnommen werden.

Rechts: Elektropherogramm der Tumorprobe 11084-6 auf dem Bioanalyzer nach erfolgter
in vitro-Transkription. Gut erkennbar ist der nach 39 Sekunden auftretende Spitzenpeak
der Verteilung.

Qualitatskontrolle nach Scan Die wichtigsten Parameter zur Qualitdtskontrolle der
Expressionsarrays sind in Abbildung zusammengefasst. Die 3’/5” Verhéltnisse der Hou-
sekeeping Gene (GAPDH < 1,25; £-Actin<3) lagen alle im Toleranzbereich. Eine zu starke
Degradation der Proben wurde daher ausgeschlossen. Die Bandbreiten der Signalintensitéa-
ten sowie die Signalverteilungen waren ebenfalls gut vergleichbar. Die Anzahl der jeweils als
,Present” gewerteten Probesets liefl auferdem auf akzeptable Hintergrundwerte schliefsen.

Insgesamt wurden die Signale der Arrays daher als gut vergleichbar eingestuft.

Differentielle Expression Mittels eines Welch t-Tests und anschlieffender P-Wert Kor-
rektur nach dem Benjamini- Hochberg- Verfahren wurden Vergleiche zwischen verschiedenen
Gruppen durchgefiihrt. Um potentielle Gene aufzuzeigen, die den Differenzierungsprozess
beeinflussen, wurden differenzierte und undifferenzierte Tumore verglichen (Vergleich 1).
Um den Effekt des mutP53 zu untersuchen, wurden mono- und bitransgene Samples ver-
glichen (Vergleich 2). Um die Differenz zwischen mutP53-transgenen und mutP53-freien
Tumoren statistisch zu validieren, wurde ein zusatzlicher Vergleich in drei Schritten durch-
gefiihrt. Erstens wurden die allgemeinen Determinanten der Tumorgenese bestimmt (Ver-
gleich 3). Dazu wurden alle Tumore mit den Wildtyp-Samples verglichen. Zweitens wur-
den die durch SV40 T-Antigen, MHC class I T-Zellepitop und gehemmtem p53-Protein
bedingten Expressionsanderungen ermittelt (Vergleich 5). Hierzu wurden die monotrans-

genen Samples mit den Wildtyp-Samples verglichen. Drittens wurde der zusétzliche Effekt
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Abbildung 3.2: Qualitétskontroll-Plot der Brustkrebssamples. Dargestellt sind die Abwei-
chungen der logarithmierten GAPDH (O) und £-Actin (A) 3’/5” Verhéltnisse vom Idealwert
0. Werte die die Toleranzgrenzen von 1,25 bzw. 3 nicht iiberschreiten sind blau dargestellt,
Uberschreitungen rot. Desweiteren sind die Abweichungen der mittleren Signalintensititen
der Chips vom gemeinsamen Mittelwert als horizontale Balken dargestellt. Die Bandbreite
der Abweichungen ist kleiner als 3 (blaue Fliche), die Samples also gut vergleichbar. Wei-
terhin sind der Anteil der als "Present"gewerteten Probesets in Prozent sowie die mittleren
Hintergrundsignale in linearer Form angegeben.
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Nr. Gruppe 1 Gruppe 2 Kurzbeschreibung d. Ziels

1 Diff. Tumore Undiff. Tumore  Determinanten der Differenzierung
Monotransgene  Bitransgene Tu- Einfluss des mutP53
Tumore more

3 Alle Tumore Wildtypen Allg. Determinanten d. Tumorgenese

4 Bitransgene Wildtypen SV40 T-Antigen + mutP53 Einfluss
Tumore auf Tumorgenese

5 Monotransgene  Wildtypen SV40 T-Antigen FEinfluss auf Tumorge-
Tumore nese

6 Vergleich 4 - Vergleich 5 Validation Einfluss des mutP53

Tabelle 3.3: Ubersicht der durchgefithrten Vergleiche mit Kurzbeschreibung des Hinter-
grundes.

des mutP53 bestimmt, indem die bitransgenen Samples mit den Wildtyp-Samples vergli-
chen wurden (Vergleich 4). Der zusétzliche Einfluss des mutierten 7rp53 wurde zuletzt
durch die Differenzen in den drei Listen an differentiell exprimierten Genen beschrieben.
Eine kurze Ubersicht aller Vergleiche findet sich in Tabelle .

Fiir alle Vergleiche wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 nach der Benjamini-Hochberg-
Korrektur angesetzt. Zwischen differenzierten und undifferenzierten Samples (Vergleich 1)
ergaben sich so 2870 differenziell exprimierte Gene. Dabei zeigten 1450 Gene eine Hochre-
gulation und 1420 Gene eine Herunterregulation.

Beim Vergleich zwischen mono- und bitransgenen Samples (Vergleich 2) lagen alle kor-
rigierten P-Werte bei einem Wert von 1, was dafiir sprach, daf selbst eine Benjamini-
Hochberg-Korrektur in diesem Fall zu hart bzw. die Unterschiede sehr gering waren. Um
den Einfluss des mutP53 niher zu untersuchen wurde daher die Liste der vom p53-Trans-
kriptionsfaktor regulierten Geneﬂ einem Clustering-Verfahren unterzogen, sieche Abbildung
.4 Sowohl Samples als auch Gene wurden bei Euklidischer Distanz mit dem Ward-
Verfahren hierarchisch geclustert. Die p53-Signatur konnte weder mono- und bitransgene
Samples noch differenzierte und undifferenzierte Tumore in Gruppen auflésen. Dahinge-
hen wurde eine Gruppierung in die beiden Mausmodelle (T1-Modell bzw. NP8-Modell)
sichtbar.

3p53Knowledgebase: http://p53.bii.a-star.edu.sg
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Vergleich 5 i
Mono vs. WT VgggégfqﬂT4

A
AVA

Vergleich 3 Tumor vs. WT

Abbildung 3.3: Brusttumore: Schnittmengen der Genlisten aus den Vergleiche 3 bis 5 (Tu-
morsamples vs. Wildtypsamples / bitransgene Samples vs. Wildtypsamples / monotrans-
gene Samples vs. Wildtypsamples). Die Listen stimmen zu 97% (8307 Gene) iiberein. Ein
signifikanter Effekt des mutP53 ist anhand dieser Resultate nicht nachweisbar.

Uber eine néhere Evaluation der einzelnen Mausmodelle konnten lediglich 8 signifikant
regulierte Gene mit dufserst geringen Regulationsniveaus (SLR=-0,8 bis SLR=0,5) zwischen
mono- und bitransgenen NP8-Samples bestimmt werden. Trp53 erwies sich als einziges Gen
stiarker reguliert (SLR=3,5). Das T1-Modell wies nach wie vor keine Unterschiede auf.

Im Vergleich aller Tumorsamples mit den Wildtypsamples (Vergleich 3) ergab sich mit
9352 differentiell exprimierten Genen die mit Abstand grofte Gruppe. Fast 57% aller erfass-
ten Gene zeigten hier eine differentielle Expression. 5097 Gene zeigten eine Hochregulation,
4255 Gene eine Herunterregulation. Der Einfluss des SV40 T-Antigens zusammen mit dem
mutP53 (Vergleich 4) ergab 8749 differentiell exprimierte Gene. Davon waren 4759 Gene
hochreguliert und 3990 Gene runterreguliert. Der Effekt des SV40 T-Antigen (Vergleich
5) konnte durch 9005 differentiell exprimierte Gene beschrieben werden, von denen 4918
hochreguliert und 4087 runterreguliert waren. Insgesamt deckten sich die Gensets aus den
Vergleichen 3-5 mit 97% Ubereinstimmung nahzu vollstandig. Einen Uberblick iiber die
Schnittmengen der letztgenannten Vergleiche gibt Abbildung 3.3, Die Ubereinstimmung
zeigte sich auch in der Stérke der Genregulationen. Eine Auswahl der jeweils geméfs SLR

am stérksten regulierten Gene ist in Tabelle 3.4] aufgefiihrt.
Funktionsanalyse Die differenzierungsspezifischen Gene, die in Vergleich 1 differentiell

exprimiert waren, konnten vor allem mit translatorischen Prozessen in Verbindung gebracht

werden. Die GO-Klasse Translation war ebenso vertreten wie ribosomenkonstituierende Ge-
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Symbol Afty-1D CDF-ID SLR P-Wert
Vergleich 1 (differenzierte vs. undifferenzierte Tumore)

Igfbp2 1454159 a_ at 16008 3,8 1,00E-05
Glycam1 1424825 a_ at 14663 3,5 4,00E-04
St7 1418967 a_at 64213 2,4 1,20E-03
Met 1422990 at 17295 24  3,20E-03
Cyp2d10 1418113 _at 13101 -2,7 1,0E-04
Slcolab 1443247 at ; 1449203 at 108096  -2,7 1,0E-06

Vergleich 2 (monotransgene vs. bitransgene Tumore)
Keine signifikant regulierten Gene

Vergleich 3 (Tumore vs. Wildtypen)

Ect2 1419513 a_at 13605 50 8,19E-07

Bubl 1416558 _at 17279 4,9  2,57E-09

Pbk 1448627 s _at 52033 4,8  8,19E-07

Rbp4 1426225 _at 19662  -7,5 1,55E-31

Ces3 1435370 _a_at ; 1435371 _x_at 104158  -7,5 3,47E-34
1449081 at

Vergleich 4 (bitransgene Tumore vs. Wildtypen)

Ect2 1419513 _a_at 13605 4,6  1,66-10
Bubl 1416558 at 17279 4,9 9,30E-11
Pbk 1448627 s _at 52033 4.8 4,95E-08
Rbp4 1426225 at 19662  -7,7 9,60E-25
Ces3 1435370 a_at ; 1435371 x_at 104158  -7,7 1,75E-22

Vergleich &5 (monotransgene Tumore vs. Wildtypen)

Ect2 1419513 a_at 13605 5,1 8,29E-14
Bubl 1416558 at 17279 4,9  5,49E-10
Pbk 1448627 s _at 52033 4,8  3,96E-07
Rbp4 1426225 _at 19662  -7,3 3,81E-26
Ces3 1435370 _a_at ; 1435371 x_at 104158  -7,3  3,09E-22

Tabelle 3.4: Brusttumore: Auswahl der jeweils am stérksten regulierten Gene in den Grup-
penvergleichen der Brusttumore. Angegeben sind die Benjamini-Hochberg korrigierten P-
Werte der Gruppenvergleiche sowie die Signal Log Ratios (SLR) der Vergleiche. Eine SLR
von £ 1 entspricht einer & 2fachen Anderung, eine SLR von + 2 einer #+ 4fachen Ande-
rung. Die Affy-ID bezieht sich auf die offizielle Bezeichnung der betroffenen Transkripte von
Affymetrix. Bei der CDF-ID handelt es sich um die interne Bezeichnung der neu zusammen-
gestellten ProbeSets durch AffyProbeMiner. Sie ist mit der Entrez GID der zugeordneten
Gene identisch.
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GO Name GO Identifier Korr. P-Wert Raw P-Wert
structural constituent of ribosome GO:0003735 0,001 2,379E-16
ribosome biogenesis and assembly GO:0042254 0,002 5,447TE-08
macromolecule biosynthetic process  G0O:0009059 0,001 6,031E-14
cellular macromolecule metabolic G0:0044260 0,002 4,133E-07
process

translation GO:0006412 0,001 1,400E-13
GO Name # enth. Gene Freq. in Genliste
structural constituent of ribosome 51 1,78 %
ribosome biogenesis and assembly 31 1,08 %
macromolecule biosynthetic process 125 4,37 %
cellular macromolecule metabolic process 358 12,52 %
translation 91 3,18 %

Tabelle 3.5: Resultate der Funktionsanalyse, mit dem Programm EXPANDER, auf Ba-
sis von GO-Annotationen fiir die differenzierungsspezifischen Gene der Mammakarzino-
me. Verwendet wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 des unkorrigierten P-Wertes. Eine
Anreicherung spezifischer Funktionen konnte fiir den Vergleich zwischen mono- und bi-
transgenen Tumoren nicht nachgewiesen werden.

ne der Klassen Structural constituent of ribosome und Ribosomal biogenesis and assembly.
Die GO-Klassen Macromolecule biosynthetic process und Cellular macromolecule metabolic
process machten sogar 4% bzw. 13% der Genliste aus. Eine Ubersicht der in dem Vergleich
als signifikant angereichert identifizierten Klassen und ihren Signifikanzwerten findet sich
in Tabelle B.5

Die Funktionsanalyse der Gene, die zwischen den Tumoren und Wildtypen reguliert waren
ergab liber 30 Funktionsgruppen, die von der Transkription, iiber Morphogenese und Zel-
ladhésion bis Immunantworten fast alle Klassen von Regulationsmechanismen umfassten.
Die Differenzen in den Genlisten der Vergleiche 3 bis 5 wiesen keinerlei signifikante Funk-

tionsgruppen auf.

Signaturen Fiir eine Untersuchung eines potentiellen Einflusses des mutP53 auf die Dif-
ferenzierung der Tumore wurde ein Clustering der Transkriptionszielgene durchgefiihrt. Die

Liste der p53-regulierten Gene wurde der p53KnowlegebaseE| entnommen. Das Clustering

4p53Knowledgebase: http://p53.bii.a-star.edu.sg
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der Genexpressionen, siche Abbildung [3.4], zeigte keine eindeutige Gliederung der Samples
in differenzierte und undifferenzierte oder monotransgene bzw. bitransgene Méause. Hin-
gegen konnte zwischen den beiden Mausmodellen (T1 bzw. NP8-Modell) unterschieden
werden. Deutlich differentiell exprimiert waren die Gene in den Wildtyp-Mausen bzw.
Transgenen, die noch keine Tumore aufwiesen. Eine einheitliche Gliederung der Gene in

Gruppen geméf der Aktivator-/Repressorfunktion des p53 war ebenfalls nicht zu erkennen.
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Abbildung 3.4: Brusttumore: p53-Signatur. Bei den Genen der p53-Signatur handelt es sich
um die Transkriptionsziele des p53 gemafs der p53Knowledgebase. Die Expressionssignale
sind fiir die Darstellung als z-score standardisiert. Die Werte wurden hierarchisch nach dem
Ward-Verfahren geclustert.

Farbkodierung der Gene: Schwarz, p53 aktiviert; Rot, p53 inhibiert.

Farbkodierung der Gruppen: Orange, differenzierte Tumore, monotransgene Tumore, T1-
Modell; Griin, undifferenzierte Tumoren, bitransgene Tumore, NP8-Modell; Lila, spontane
Mammakarzinome; Weift Wildtypen bzw. noch keine Tumorentwicklung.

Links: Farbskala fiir die Kodierung der Expressionswerte.
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3.1.2 Neuroblastome

Zur Untersuchung von metastasierungsrelevanten Genen in Neuroblastomen wurden drei
Neuroblastomzelllinien mit unterschiedlichem Metastasierungsverhalten in SCID-Mé&use
transfiziert. Je drei Tumore wurden pro Zelllinie untersucht. Eine Ubersicht iiber die ein-

zelnen Samples kann Tabelle entnommen werden.

Laboranalytik Die Konzentration der eingesetzten Gesamt-RNA lag bei 2pg/pl. Die
Qualitatskontrollen wurden analog zu den Expressionsarrays der Brusttumore durchge-

fithrt. Sie liefen durchgehend auf eine gute Qualitdt der Proben schliefsen.

Qualitatskontrolle nach Scan Die grundlegenden Parameter der Qualitatskontrolle
fiir die Expressionsarrays der Neuroblastome sind in Abbildung zusammengefasst. Die
3’/5” Verhiéltnisse von GAPDH und fi-Actin lagen alle im Toleranzbereich von maximal
1,25 bzw. 3. Es konnte daher von einer addquaten RNA-Qualitéit ausgegangen werden. Die
Bandbreite der mittleren logarithmierten Signalintensitéaten der Arrays vor der Normalisie-
rung, siche auch Abbildungen [3.6/und war relativ klein. Sie lag unter dem gewiinschten
Maximalwert von 3. Die durchschnittlichen Hintergrundsignale und der Prozentanteil der
als "Present"gewerteten Probesets erfiillten ebenfalls allesamt die gewilinschten Kriterien.
Es konnte daher von einem suffizienten Hybridisierungsvorgang mit méafigem Hintergrund

sowie guter Vergleichbarkeit der Arrays ausgegangen werden.

Array Name interne 1D Zelllinie
IMR-208-2.CEL IMR-208-2 IMR-32
IMR-208-3.CEL IMR-208-3 IMR-32
IMR-208-6.CEL IMR-208-6 IMR-32
LAN 1_212-2.CEL LAN 1 212-2 LAN-1
LAN 1 212-3.CEL LAN 1 212-3 LAN-1
LAN 1 217-1.CEL LAN 1 217-1 LAN-1
LS 218-1.CEL LS 218-1 LS

LS 218-2.CEL LS 218-2 LS

LS 218-3.CEL LS 218-3 LS

Tabelle 3.6: Liste der untersuchten Neuroblastom-Samples und ihre Zuordnung zu den
Zelllinien.
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Abbildung 3.5: Qualitédtskontrollplot der Neuroblastom-Expressionsarrays. Dargestellt sind
die Abweichungen der logarithmierten GAPDH (O) und f-Actin (A) 3’/5" Verhéltnis-
se vom Idealwert 0. Diese Werte sollten einen Wert von 1,25 bzw. 3 nicht iiberschreiten.
Desweiteren sind die Abweichungen der mittleren Signalintensitéiten der Chips vom gemein-
samen Mittelwert als horizontale Balken dargestellt. Fiir eine gute Vergleichbarkeit sollte
das maximale Verhéltnis der Einzelwerte einen Grenzwert von 3 (blaue Flidche) nicht tiber-
schreiten. Fiir die einzelnen Chips sind der Anteil der als "Present"gewerteten Probesets
in Prozent sowie die mittleren Hintergrundsignale in linearer Form angegeben.
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Abbildung 3.6: Neuroblastome: Boxplots der logarithmierten Expressionssignalwerte der
Neuroblastomarrays vor der Normalisierung. Die Signalwerte sind bereits vor der Norma-
lisierung gut vergleichbar. Dies sprach fiir eine gute Signalqualitdt und geringe technische
Varianz.
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Abbildung 3.7: Links: Venndiagramm der Probesets, die innerhalb der einzelnen Neuro-
blastomlinien auf Expressionsebene eine Varianz von Null aufweisen. Eine Bestimmung
von differentieller Expression kann hier mittels t-Test nicht erfolgen, da dieser mathema-
tisch eine Varianz grofer Null voraussetzt. Differentielle Expression wurde daher in diesem
Fall iiber einen minimalen Fold Change von 2 festgelegt.

Rechts: Anzahl der Probesets, die mittels Welch t-Test und anschliefsendem Benjamini-
Hochberg Korrektur-Korrekturverfahren bei einem Signifikanzniveau von 0,05 als differen-
tiell exprimiert identifiziert wurden. Die Rosetten bildenden Schnittmengen geben die zell-
linienspezifischen Regulationen an. Anhéngig findet sich eine Aufteilung der spezifischen
Schnittmengen in Hoch- und Herunterregulationen.

Differentielle Expression Zur Identifikation von differentiell exprimierten Genen zwi-
schen den drei Neuroblastomlinien wurde ein Welch t-Test mit anschliefslender P-Wert Kor-
rektur nach dem Benjamini-Hochberg-Verfahren durchgefiihrt. Einige der Probesets wie-
sen innerhalb einzelner Gruppen keine Varianz auf. Da bei der Berechnung der t-Statistik
die Varianz in den Nenner eingeht und Null-Werte dabei nicht zulédssig sind musste eine
Analyse dieser 1029 Probesets daher anderweitig erfolgen. Eine Bestimmung putativ un-
terschiedlich regulierter Gene in dieser Untergruppe wurde anhand eines Grenzwertes fiir
eine Mindestanderung durchgefiihrt.

Fiir alle Vergleiche des t-Tests wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 nach der Korrektur
angesetzt. Beim Vergleich der IMR und der LAN Proben konnten damit 8852 Probesets
als differentiell exprimiert identifiziert werden. Der Vergleich zwischen den IMR und den
LS Proben ergab 7220 differentiell exprimierte Probesets. Zwischen LAN und LS wurden
8274 Probesets als unterschiedlich stark reguliert identifiziert. Die Schnittmenge dieser

drei Genlisten wurde von 1409 Probesets gebildet. Diese Gene hatten ein unterschiedlich
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Abbildung 3.8: Neuroblastome: Links: Verteilungen der Expressionswerte nach der Norma-
lisierung mit dem RMA-Verfahren. Rechts: Verteilung der Standardabweichungen inner-
halb der drei Gruppen IMR, LAN und LS.

hohes Transkriptionsniveau in allen drei Zelllinien. Desweiteren wurden hier 2973 Probesets
identifiziert, die in der IMR-Zelllinie ein unterschiedliches Transkriptionsniveau aufwiesen
in Bezug auf einen Vergleich sowohl mit der LAN-Linie als auch der LS-Linie, fiir die
jedoch kein Unterschied zwischen letztgenannten Gruppen nachgewiesen werden konnte.
Diese Gruppe von Genen wurde als spezifisch fiir die IMR-Neuroblastome gewertet. Davon
waren 1839 Probesets hoch- und 1134 Probesets runterreguliert. Analog wurden fiir die
LAN bzw. LS Neuroblastome spezifische Genlisten identifiziert. Diese bestanden aus 3135
Probesets bzw. 1503 Probesets respektive. Von den LAN-1 spezifischen Probesets wiesen
2065 eine Hochregulation und 1070 eine Herunterregulation auf. Die LS spezifische Liste
bestand aus 581 hochregulierten und 922 runterregulierten Probesets. Eine Ubersicht der
Grofen der Probesetlisten und deren Schnittmengen findet sich in Abbildung [3.7]

Zur Bestimmung der transkriptionellen Unterschiede bei den Genen, die mit einem
t-Test nicht untersucht werden konnten, wurde ein 2x FC (SLR=1) im Mittel der Grup-
penexpressionswerte als Grenzwert fiir eine signifikante Anderung festgesetzt. Um die Wahl
eines zu kleinen Grenzwertes zu vermeiden, wurde die maximal auftretende Standardab-
weichung innerhalb der Gruppen berechnet und die Verteilung der Standardabweichungen
(fiir alle Gene) bei diesen Probesets, siehe Abbildung 3.8 herangezogen. Der Maximalwert
lag bei 0.78 sowie der Grofsteil der Standardabweichungen unter 0.2 und damit deutlich un-
ter der Grenze des SLR von 1. Der Vergleich zwischen den IMR und den LS Proben ergab
66 differentiell exprimierte Probesets. Die Vergleiche zwischen IMR und LS bzw. LAN und
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Symbol AftyID P-Wert P-Wert  P-Wert SLR SLR SLR
IMRvsLAN IMRvsLS LANvsLS IMRvsLAN IMRvsLS LANvsLS

IMR spezifisch

SPANXA1 220922 s at 0,0006 0,0010 0,5550 9,6 9,5 -0,1
CD44 212063 at 0,0013 0,0018 0,9131 8,8 8,7 0,0
DKK1 204602 _at 0,0155 0,0118 0,5751 7,7 7,8 0,1
MYH10 212372 at 0,0119 0,0131 0,1265 -6,1 -5,8 0,3
PKIB 223551 at 0,0059 0,0045 0,0554 -4,5 -6,1 -1,5
SLAIN1 225619 at 0,0067 0,0013 0,5805 -6,6 -6,4 0,1
LAN spezifisch

ASCL1 209988 s_at 0,0015 0,3308 0,0094 -8,2 -0,3 7,8
RGS5 218353 _at 0,0034 0,7590 0,0018 -7,3 0,1 7,4
MYCN 209757 _s_at 0,0354 0,9569 0,0289 -6,9 -0,1 6,8
PRNP 201300 _s_at 0,0010 0,0583 0,0011 8,6 0,8 -7.8
ANXA1 201012 at 0,0027 0,2015 0,0032 7,7 -0,5 -8,2
CAV1 212097 at 0,0007 0,1149 0,0022 8,9 -0,5 -9,4

LS spezifisch

DDAH1 209094 at 0,3035 0,0079 0,0217 0,3 6,0 5,7
FAIM 220643 s at 0,5039 0,0016 0,0037 -0,2 5,9 6,1
GPD2 225447 at 0,1111 0,0037 0,0057 0,6 9,5 4,9
APCDD1 225016 at 0,2830 0,0039 0,0024 -0,2 -8,3 -8,0
EDIL3 225275 at 0,9171 0,0019 0,0024 0,0 -8,7 -8,7
FABP7 205030 _at 0,7234 0,0158 0,0053 -0,1 -8,9 -8,9

Gene, die alle drei Linien unterscheiden

STEAP1 205542 at 0,0026  0,0334  0,0022 6,7 2,1 8,8
CAV?2 203324 s _at  0,0013  0,0077  0,0006 6,9 1,6 8,5
HMGA2 208025 s at  0,0060  0,0060  0,0174 9,2 3,3 5,9
HLA-C 208812 x_at  0,0004 00244  0,0073 7.3 2,2 5,2
RGS4 204338 s at 0,008  0,0035  0,0018 2.4 5,7 8,1
KCTD12 212192 at 0,0248  0,0308  0,0020 3,6 3,1 6,7
RGS4 204337 _at 0,0134  0,0485  0,0375 1,5 6,5 8,0

Tabelle 3.7: Neuroblastome: Auswahl der jeweils am starksten regulierten Gene in den
Vergleichen zwischen den Neuroblastomzelllinien. Angegeben sind die Benjamini-Hochberg
korrigierten P-Werte der Gruppenvergleiche sowie die Signal Log Ratios (SLR) der Ver-
gleiche. Eine SLR von # 1 entspricht einer + 2fachen Anderung, eine SLR von =+ 2 einer
+ 4fachen Anderung.
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LS ergaben 45 bzw. 26 Probesets. Die Ergebnisse der beiden Testverfahren wurden fiir alle
weiteren Schritte zusammengefasst. Einige der in den Gruppenvergleichen am starksten

regulierten Gene sind in Tabelle [3.7] aufgefiihrt.

Funktionsanalyse Bei einer funktionellen Analyse der fiir die Neuroblastomzelllinien
spezifischen Genlisten konnte bei einem Signifikanzniveau von 0.05 eine Anreicherung meh-
rerer Geneontology-Klassen beobachtet werden. So traten in den LAN-Neuroblastomen
vermehrt transkriptionsfunktionelle Gene auf, die den GO-Klassen RNA binding, Nucleic
acid binding, Nucleotide binding, RNA metabolic process und RNA Processing zugeordnet
werden konnten.

Die IMR-Neuroblastome wiesen besonders differentielle Expressionen bei Genen auf, die
im Zusammenhang mit transkriptionellen Aktivitdten, Zellorganisation sowie Zellzyklus
und -metabolismus standen. Hinsichtlich der Transkriptionsaktivitdten waren hier die GO-
Klassen Nucleotide binding, Nucleic acid binding, DNA binding, Transcription, Transcrip-
tion from RNA polymerase II promoter, Transcription factor activity und RNA metabolic
process vertreten. Die Zellmorphologie und Entwicklung wurde durch die GO-Klassen Mul-
ticellular organismal development, Cellular developmental process, Cellular structure mor-
phogenesis, Anatomical structure development, Anatomical structure morphogenesis und
Cellular component organization and biogenesis reprasentiert. Die vermehrte Anreicherung
von Genen der GO-Klassen Positive requlation of cellular process, Negative regulation of
cellular process, Regulation of cell cycle und Regulation of metabolic process wiesen auf
verstirkte Zellzyklusprozesse gegeniiber der LAN und LS-Linie hin. Ein geringer Anteil
der IMR spezifischen Gene konnte zusétzlich noch dem sekretorischen Transkriptionsweg,
Secretory pathway, zugeordnet werden.

Ein verstarktes Vorkommen spezieller Funktionsklassen in den fiir LS spezifischen Ge-
nen konnte nicht nachgewiesen werden. Unter jenen Genen, die in allen drei Zelllinien
ein unterschiedlich hohes Expressionsniveau aufwiesen, konnten allerdings die GO-Klassen
Cytoskeletal protein binding, Transcription from RNA polymerase II promoter und multi-
cellular organismal development vermehrt beobachtet werden. Eine Gesamtiibersicht der

beobachteten Geneontology-Klassen und ihrer Signifikanzen findet sich in Tabelle [3.8]
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Abbildung 3.9: Neuroblastome: p53 Transkriptionsziele geméafs p53Knowledgebase. Darge-
stellt sind die log2 Expressionswerte fiir alle 9 Neuroblastomsamples. Die LAN-1 Neuro-
blastome wiesen keine Expression des T'P53 auf. In der Tendenz zeigten diese Tumore nied-
rigere Expressionswerte bei p53 aktivierten Genen als bei p53 inhibierten Genen. Dennoch
wiesen einige p53 aktivierte Gene, wie PCNA oder SLC38A2, eine deutliche Expression
auf. pb3 konnte demnach keinen begrenzenden Faktor fiir die Transkription dieser Gene
darstellen.

Signaturen Ausgehend von der differentiellen Expression und spéteren Ergebnissen der
CNV-Analytik sowie der MAPK-TF-Chips konnte ein deutlich niedrigeres Expressionsni-
veau des Tumorsupressorgenes TP53 in LAN-Zellen gegeniiber IMR oder LS-Zellen be-
obachtet werden. Anhand der vom p53 Transkriptionsfaktor regulierten Geneﬂ wurde die
pH3-Signatur untersucht, siehe Abbildung|3.9} Die LAN-1 Neuroblastome wiesen keine Ex-
pression des p53 auf. Generell zeigten diese Tumore niedrigere Expressionswerte bei p53
aktivierten Genen als bei p53 inhibierten Genen. Allerdings wiesen einige p53 aktivierte
Gene, wie PCNA oder SLC38A2, eine hohe Expression auf. Desweiteren waren lediglich 19
der 50 Signaturgene zwischen LAN und IMR bzw. LS signifikant reguliert, z.B. RB1, FAS
oder FGFR. Die aktivierende Funktion des p53 Faktors musste bei diesen Genen dem-
nach von anderen Faktoren {ibernommen worden sein. Als alternative Erklarung konnte
pH3 bei diesen Genen eher als Repressor wirken, anstatt, wie von der p53Knowledgebase

beschrieben, als Aktivator.

>Quelle: p53Knowledgebase, http://p53.bii.a-star.edu.sg
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GenMapp Erginzend zu der vorangehenden Funktionsanalyse wurden fiir die IMR und
LAN Zelllinien einige Karten von Signaltransduktionswegen und molekularen Funktionen
mit dem Programm GenMapp erstellt. Dargestellt wurden Gene, die im Vergleich zur LS
Zelllinie als signifikant reguliert identifiziert wurden. Dadurch konnten zuséatzlich auffalli-
ge Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien im MAPK signaling pathway, TGF-Beta
signaling pathway und TNF alpha/NF kappaB pathway ausgemacht werden. Weiterhin be-
standen Unterschiede in den Klassen RNA splicing, Response to DNA damage stimulus,
Protein folding, Proteasome degradation, mRNA processing sowie Oxidative stress.

Beim Proteasome Degradation Pathway waren die MHC Klasse I Gene sowie die Gene
PSME1, PSMB8 und PSMB9 in IMR Zellen im Vergleich zu LS hochreguliert. In LAN
Zellen waren sie runterreguliert. Die Owidativem Stress verwandten Gene CYBA, XDH,
NFIX und MT1X waren in IMR Zellen hochreguliert und in LAN Zellen runterreguliert.
Weiterhin unterschieden sich die Zellen unter anderem in der Expression von FOS, GPXS,
HMOX1, GSR und NQO1.

Beim T'GF-Beta signaling pathway waren in den IMR Zellen die Gene NOG, TGFBI,
TGFBR3, TGFBR2, TGFBR1, FKBP1A, SMAD?2, SMAD3, RUNX3, SERPINE1 sowie
TFE3 hochreguliert. Bis auf TGFBR1 waren diese Gene in den LAN Zellen im Vergleich
zu LS nicht reguliert oder runterreguliert. So war bei TGFB1 und TGFBR2 eine Herun-
terregulation zu beobachten, ebenso wie fir EGF, ENG, SMAD6, MAPKY9, RUNXS3, LEF1,
STATS, JUN und FOS.

Hochregulationen in IMR Zellen im Vergleich zu LS konnten beim MAPK signaling
pathway bei RASGRF2, PRKCD, PTPRR, MAP3K1}, MAP/K4, MAP2K2, TGFBR1,2,
PTPRR, RAC2, DUSP/4, DUSP6, DUSP7 und MINK1 sowie ELK1 und AKT1 beobach-
tet werden. Die Gene EGF, NRAS, PRKCB1, BRAF, TMEM37, MAPT, MYC, HSPAS,
MAPK7T, MAPKS, ATF2, CASP1, CASP6, CASP7, FAS, MAP2K5, MAP2K6 und NRJA1
wiesen ein niedrigeres Expressionsniveau auf als in LS. IMR und LAN gemeinsam waren
dabei die Regulationen der Gene BDNF, DUSP4, EGFR und PRKCB1, AKT, ELK]I,
FAS sowie der Caspasen 1, 6 und 7. Hingegen waren die Gene JUN, FOS, TP53, DUSPJ,
DUSP6, MAPKY9, HSPA5, FLNA, NTF5, FAS, TGFBR2, RASA1 und MAP3K12 runter-
reguliert. Die Gene CDC25B und MAP2K1IP1 waren hochreguliert. Insgesammt konnten
damit verstiarkte pro-proliferative und anti-apoptotische Regulationen in den IMR-32 Neu-
roblastomen beobachtet werden. Die Regulationen in den LAN-1 Neuroblastomen deuteten

auf reduzierte Zellapoptose hin. Die erzeugten GenMapp-Karten finden sich in den Abbil-
dungen bis [3.15]
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Abbildung 3.10: IMR 32: Mit GenMapp erstellte Karte der Proteasomdegradation regu-
lierenden Gene. Hervorgehoben sind Gene, die im Vergleich zu LS signifikant (P-Wert <
0,05) reguliert sind.

Farbkodierung: Rot, Hochregulation mit SLR > 1; Hellrot, Hochregulation mit SLR < 1;
Blau, Herunterregulation mit SLR > 1; Hellblau, Herunterregulation mit SLR < 1.
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Abbildung 3.11: LAN 1: Mit GenMapp erstellte Karte der Proteasomdegradation regulie-
renden Gene. Hervorgehoben sind Gene, die im Vergleich zu LS signifikant (P-Wert < 0,05)
reguliert sind.

Farbkodierung: Rot, Hochregulation mit SLR > 1; Hellrot, Hochregulation mit SLR < 1;
Blau, Herunterregulation mit SLR > 1; Hellblau, Herunterregulation mit SLR < 1.
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Abbildung 3.12: IMR 32: Mit GenMapp erstellte Karte des MAPK Signaling Pathways.
Hervorgehoben sind Gene, die im Vergleich zu LS signifikant (P-Wert < 0,05) reguliert

sind.

Farbkodierung: Rot, Hochregulation mit SLR > 1; Hellrot, Hochregulation mit SLR < 1;
Blau, Herunterregulation mit SLR > 1; Hellblau, Herunterregulation mit SLR < 1.
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Author: Adapted from KEGG by Sebastien Burel . .
E-mail: sburel@neurocine.com MAPK signaling pathway
Converted to human by GenMAPP.org

License: Creative Commons Attribution License
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Abbildung 3.13: LAN 1: Mit GenMapp erstellte Karte des MAPK Signaling Pathways.
Hervorgehoben sind Gene, die im Vergleich zu LS signifikant (P-Wert < 0,05) reguliert

sind.
Farbkodierung: Rot, Hochregulation mit SLR > 1; Hellrot, Hochregulation mit SLR < 1;

Blau, Herunterregulation mit SLR > 1; Hellblau, Herunterregulation mit SLR < 1.
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE

3.2 Copy-Number-Variations & Genotypisierung

Die Bestimmung von genomischen Aberrationen in den SNP-Arrays und CGH-Arrays sollte
die Expressionsanalytik der beiden Tumormodelle ergénzen. Im Folgenden werden Proben-

qualitdt und die identifizierten Aberrationen beschrieben.

3.2.1 Brusttumore: CGH-Arrays

Zur Identifizierung von Amplifikationen und Deletionen in den Mammakarzinomen wur-
den 56 der 80 Sampleproben mittels array-CGH Technik untersucht. Die 21 Samples des
T1-Mausmodells wurden auf Agilent-Chips einer &lteren Generation in Amsterdam hybri-
disiert. Die 35 Samples des NP8-Modells und der spontanen Mammakarzinome wurden auf
Agilents 44k Arrays in Oslo hybridisiert.

Qualitatskontrolle nach Scan Die Qualitdt der Amsterdamer array-CGH Chips pré-
sentierte sich schlechter als jene der neueren 44k Arrays von Agilent. Etliche der auf dem
Chip befindlichen Oligos wurden von der in Amsterdam verwendeten BlueFuse-Software
aufgrund zu schlechter Signalqualitdt maskiert. Diese standen fiir die weiteren Analyse-
schritte nicht mehr zur Verfiigung. Die Raten der nach der Qualitétsfilterung noch verwen-
deten Sonden lag zwischen 65% und 81%. Die ausfiihrliche Liste der Raten findet sich in
Tabelle Bei den 35 Osloer Samples auf den 44k Arrays konnten hingegen alle Oligos

verwendet werden.

Sample Anteil % Sample Anteil % Sample Anteil %

11390-3 75,58 10682-6 79,38 10911-7 75,61
11389-3 65,8 10696-5 71,44 11155-4 64,73
11389-9 79,29 10696-4 75,72 11155-7 68,56
11383-3 68,87 10726-5 71,39 10760-8 68,73
10699-7 71,13 10864-6 78,79 11089-1 72,55
11389-1 74,67 11084-6 72,74 11191-2 66,01
10682-3 72,02 11096-3 80,59 11043-4 75,16

Tabelle 3.9: Anteil der Oligos mit verwertbarem Signal auf den 21 array-CGH-Chips aus
Amsterdam (T1-Modell). Ausschliefslich Oligos mit verwertbarem Signal flossen in die
weiteren Auswertungsschritte ein. Oligos mit nichtverwertbarem Signal wurden von der
BlueFuse-Software automatisch erkannt und maskiert.
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3.2. COPY-NUMBER-VARIATIONS & GENOTYPISIERUNG

Differenziert Undifferenziert

Amplifiziert 8 23
Nicht amplifiziert 19 2

Tabelle 3.10: Kontingenzmatrix der Amplifikationshéufigkeiten des Met-Locus in den
Brusttumoren. Ein Exakter Fisher-Test ergab einen P-Wert von 3,9%10°C.

Als Qualitédtskontrollmals der Signalbandbreiten wurde fiir jede Sampleprobe der MAD-
Werte (Mean Absolute Deviationﬂ) bestimmt. Die MAD-Werte aller Sampleproben kénnen
Tabelle entnommen werden. Die Werte lagen im Schnitt bei 0,1944 und wurden da-
her durchgehend als gut eingestuft. Die Modalwerte der Segmentverteilungen sowie die
Standardabweichungen der Signale sind ebenfalls in Tabelle aufgefiihrt.

Aberrationsbestimmung Zur Bestimmung von Aberrationen wurden die Segmente um
die Modalwerte der Segmentmittelwertverteilungen zentriert. Diese Werte lagen zwischen
-0,1160 und 0,1317. Die Standardabweichungen der 50% Quantile lagen zwischen 0,0466
und 0,1645, die der 90% Quantile zwischen 0,0564 und 0,2125. Eine Klassifikation als Gain
bzw. Loss erfolgte sofern der Segmentmittelwert die +2fache Standardabweichung des 50%
Quantils der unsegmentierten log2-Signale tiber- bzw. unterschritt. Als Amplifikation bzw.
Deletion wurden Segmente eingestuft, deren Mittelwert die +3fache Standarabweichung
(90% Quantil) iiber- bzw. unterschritt.

Aberrationen Nach der Segmentierung und Bestimmung von Gains und Losses zeigte
sich kein einheitliches Aberrationsprofil. Vielmehr konnten starke Schwankungen zwischen
den einzelnen Proben beobachtet werden. Vergleichsweise homogen zeigte sich allerdings
eine starke Amplifikation des Met-Locus in den undifferenzierten Tumoren (Stufen G3 und
G4), die in den differenzierten Tumoren (Stufen G1 und G2) deutlich seltener zu beob-
achten waren. Ein Exakter Fisher-Test ergab hier einen signifikanten P-Wert von 3,9%107.
Tabelle zeigt die Frequenz der Met-Locus-Amplifikationen in den differenzierten und

undifferenzierten Tumorproben.

6Zur Berechnung siehe Abschnitt
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Abbildung 3.16: Aberrationsprofile von 56 Brustkrebssamples. Abgebildet sind Chromoso-
men 1 bis 10.

Farbkodierung Aberrationen: Rot, Gains; Blau, Losses; Grau keine Aberration.
Farbkodierung Differenzierung: Schwarz, differenzierte Tumore; Grau, undifferenziert.
Farbkodierung mutP53-Expression: Schwarz, monotransgen; Grau, bitransgen.
Farbkodierung Mausmodell: Schwarz, NP8-Modell; Grau, T1-Modell. Die spontanen
Mammakarzinome sind jeweils immer dunkelgrau markiert.
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Abbildung 3.17: Aberrationsprofile von 56 Brustkrebssamples. Abgebildet sind Chromoso-
men 11 bis 19 und ChrX.

Farbkodierung Aberrationen: Rot, Gains; Blau, Losses; Grau keine Aberration.
Farbkodierung Differenzierung: Schwarz, differenzierte Tumore; Grau, undifferenziert.
Farbkodierung mutP53-Expression: Schwarz, monotransgen; Grau, bitransgen.
Farbkodierung Mausmodell: Schwarz, NP8-Modell; Grau, T1-Modell. Die spontanen
Mammakarzinome sind jeweils immer dunkelgrau markiert.
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Sample  MAD-Wert SD 50% Q. SD 90% Q. Modalwert

10590-1 0,1164 0,0637 0,0828 0,0053
10667-2 0,2279 0,1264 0,162 -0,0204
10682-3 0,1774 0,0992 0,1219 0,0124
10682-6 0,1865 0,1039 0,1326 0,1317
10696-4 0,2218 0,1235 0,1539 0,0467
10699-7 0,2967 0,1645 0,2125 0,0755
10726-5 0,2831 0,1556 0,2084 0,0472
10760-8 0,201 0,1129 0,14 0,0537
10811-2 0,2287 0,1287 0,1485 0,0096
10864-6 0,1894 0,106 0,1362 0,0009
10870-6 0,2042 0,1148 0,1341 -0,0391
10911-7 0,166 0,0928 0,1082 -0,0381
11043-4 0,2183 0,1223 0,1547 -0,0158
11063-5 0,2005 0,1121 0,133 0,0173
11084-6 0,2079 0,1153 0,1359 -0,0523
11085-2 0,0856 0,0477 0,0592 -0,0005
11089-1 0,216 0,1213 0,1452 0,0398
11093-8 0,1494 0,0819 0,1178 -0,0066
11096-3 0,2041 0,1163 0,114 -0,0141
11155-4 0,2438 0,1369 0,1475 -0,0163
11155-7 0,1793 0,101 0,1058 0,0001
11191-2 0,193 0,1065 0,1328 -0,0323
11254-2 0,1956 0,1084 0,1362 -0,0162
11254-7 0,2141 0,1204 0,1322 0,0948
11304-3 0,1589 0,0876 0,1171 -0,0003
11383-3 0,1553 0,0874 0,1013 -0,0001
11389-1 0,1827 0,1025 0,1218 0,0512
11389-3 0,1932 0,1086 0,1357 0,1252
11389-8 0,224 0,1255 0,1513 -0,0253
11390-3 0,2862 0,1608 0,1859 -0,0428
11445-2 0,1325 0,0744 0,0894 -0,0204
11445-7 0,2502 0,1399 0,1749 -0,0988
11461-2 0,1667 0,0898 0,1402 -0,0151
11485-7 0,2055 0,1142 0,1408 0,0026
11519-6 0,1868 0,1052 0,1222 -0,0215
11536-8 0,1306 0,0725 0,0903 0,0107
11551-2 0,2025 0,1126 0,1364 0,021

11551-6 0,164 0,0919 0,1056 -0,0094
11560-1 0,1683 0,0911 0,129 -0,0947
11618-1 0,0835 0,0466 0,0564 -0,0011
11696-5 0,2711 0,1526 0,1851 0,116
11721-1 0,086 0,0481 0,0602 -0,0166
11866-7 0,1397 0,0774 0,1004 -0,0151
11885-2 0,1735 0,0971 0,1126 -0,0017
11885-5 0,1909 0,1068 0,1243 -0,0068
11947-2 0,1825 0,1018 0,1307 -0,0224
12030-4 0,1393 0,0776 0,0994 0,0037
121085 0,2767 0,1536 0,1696 0,077

12109-1 0,2193 0,1223 0,1522 -0,0159
12159-6 0,2025 0,1134 0,1241 0,0633
12192-2 0,214 0,1158 0,1657 -0,1095
12192-8 0,2341 0,1322 0,1532 -0,0637
12212-2 0,2619 0,1459 0,1812 -0,07

12271-5 0,2445 0,1367 0,1504 -0,0027
12525-1 0,1757 0,0987 0,1083 -0,0072
12569-8 0,1976 0,1105 0,1322 -0,0036

Tabelle 3.11: Modalwerte der Segmentmittelwerte und Standardabweichungen der Signale
fiir die 56 array-CGH Samples. Standardabweichungen wurden fiir das 50%-Quantil sowie
das 90%-Quantil berechnet. Die MAD-Werte wurden zur Bestimmung der Nullinie und die
Standardabweichungen zur Bestimmung von Aberrationen verwendet.
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Die Haufigkeit kleinerer Gains und Losses war im Vergleich zu Anderungen in der Ko-
pienzahl ganzer Chromosomen deutlich geringer. So wiesen die Chromosomen 1, 3, 15, 16
und 18 haufig Steigerungen der Kopienzahl auf. Verluste von ganzen Chromosomen oder
Grofteilen konnten hingegen bei Chromosom 2 (7 Samples) und 19 (13 Samples) beobach-
tet werden. Mit Ausnahme der spontanen Mammakarzinome, die vergleichsweise wenige
Aberrationen aufwiesen, konnte kein weiterer spezifischer Zusammenhang zwischen den
Aberrationen und den Differenzierungsstadien bzw. den Mausmodellen hergestellt werden.

Eine grafische Ubersicht der Aberrationen ist in den Abbildungen und gege-
ben. Die Segmentprofile der einzelnen Proben sowie die kompletten zugehorigen Tabellen

finden sich auf dem beiligenden Datentréger.

3.2.2 Neuroblastome: SNP-Arrays

Die SNP 6.0 Arrays von Affymetrix umfassten 906.368 SNP-Probesets zur Identifikation
von Polymorphismen und CNVs sowie weitere 945.806 CN-Probesets zur ausschlieflichen
CNV-Bestimmung. Eine Bestimmung der Signalqualiltat erfolgte mittels interner Kon-
trollen. Die Bestimmung von genomischen Aberrationen erfolgte wie in Abschnitt
beschrieben mit DNAcopy. Neben den 9 Neuroblastomproben wurde je Zelllinie eine Zell-
kulturprobe auf den SNP-Arrays untersucht. Das Ergebnis der IMR-32 Zelllinie wurde in
einem zweiten, biologisch unabhingigen Versuch validiert. Uber einen Vergleich der Tumor-
samples mit den Zellkultursamples sollte eine bessere Charakterisierung der Aberrationen

ermoglicht werden, die nach der Transfektion in den Méausen auftraten.

Laboranalytik Nach der Isolierung der DNA aus den Neuroblastomproben erfolgte die
Bestimmung von Konzentration und Qualitat des Materials auf einem 0,6%igen Agaro-
segel und im NanoDrop-Photometer. Eine Aufnahme des Gels findet sich in Abbildung
[3.18 Hier wiesen alle Proben eine ausreichende DNA-Qualitét auf. Die Quotienten der
photometrischen A260/A280 Exktinktionen lagen zwischen 1,94 und 2,08. Die ermittelten
Konzentrationen lagen im Bereich zwischen 695ng/pl und 3565ng,/1l, sieche Tabelle [3.12]
Nach dem Restriktionsenzymverdau mit Sty I bzw. Nsp I und der anschlieffenden Liga-
tion bzw. PCR Amplifikation wurde eine Kontrolle auf einem 2%igem Agarosegel durchge-
fithrt, sieche Abbildung[3.19 Die Kontrolle ergab charakteristische Banden, was auf intaktes
und wenig degradiertes Material hinwies. Die Kontrolle der Fragmentierung auf dem 2%igen
Agarosegel wies allgemein Banden bei unter 100 Basenpaaren auf, sieche Abbildung

Die Kontrolle zeigte eine erfolgreiche Fragmentierung an.
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Abbildung 3.18: Agarosegel zur Bestimmung der Qualitét des isolierten DNA-Materials aus
den Neuroblastomproben (links) bzw. zur Kontrolle der Fragmentierung (rechts). Die Gel-
konzentration betrug 0,6% (Isolierung) bzw. 2%. (Fragmentierung). Aufgrund des groften
Volumens von jeweils 2ml pro Probe wurden diese bei der Isolierung auf je 2 Tubes aufge-
teilt. Je zwei benachbarte Bahnen stellen daher hier die Ergebnisse einer Probe dar.

Qualitatskontrolle nach Scan In Tabelle|3.13|sind die ,,Kontrast QC* und ,Intensitéts
QC Call Raten* fiir die Neuroblastom SNP-Arrays aufgefiihrt. Die ,Intensity QC Call Rate*
gibt den Anteil der Polymorphismenproben an, fiir die ein eindeutiger Genotyp erfolgreich
zugeordnet werden konnte. Geméf der Empfehlung des Herstellers sollte diese Rate iiber
einem Wert von 86% liegen. Sie lag bei den 9 Arrays zwischen 97.2% und 99,4%. Die
Kontrast QC-Rate gibt das Potential eines Array-Experimentes an, die gemessenen SNP-
Signale in 3 Genotyp-Klassen aufzulésen. Sie sollte einen Mindestwert von 0,4 {iberschreiten
und lag bei den Neuroblastomarrays im Minimum bei einem Wert von 1,8.

Als weiteres Kriterium zur Qualitdtskontrolle wurde die Konkordanz der Genotypen
zwischen den Proben herangezogen. Innerhalb der einzelnen Gruppen (Neuroblastomzellli-
nien) sollte die Konkordanz moglichst hoch sein, da spontane Mutationen nach der Trans-
fektion nicht erwartet wurden. Tabelle zeigt, daft die Konkordanz zwischen Proben
der gleichen Gruppe generell iiber 99% liegt und somit sehr hoch ist. Die Werte bei Ver-
gleichen von Proben aus verschiedenen Gruppen deutlich niedriger. Diese Werte bewegten
sich zwischen 62% und 66%.

Genotypisierung Uber die SNP-Probesets der SNP 6.0 Arrays von Affymetrix konnte
eine Genotypisierung der Neuroblastomsamples durchgefithrt werden. Innerhalb der drei
Zelllinien lag die Konkordanz der Genotypen zwischen 97,05% und 99,46%, siehe auch
Tabelle Die Samples der einzelnen Zelllinien wiesen somit erwartungsgemaf nur ge-
ringe Unterschiede auf. Differente Genotypen konnten beim Vergleich zwischen den IMR
und LAN Samples in 305.814 SNPs (34%) beobachtet werden. Davon waren 98.564 SNPs
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Abbildung 3.19: Neuroblastome: Kontrollen auf 2%igem EtBr-Agarosegel nach erfolgter
Restriktion mit Nsp I (links von Negativkontrollen) und Sty I (rechts von Negativkontrol-
len). Abgebildet sind 3 der 9 Samples. Die Gelbilder der iibrigen Samples finden sich im

Anhang in Abbildung [B.23]

Sample ng/pl  A260 A280 A260/A280
Lanl 217-2_ 1 319573 63,915 32,454 1,97
Lanl 217-2_2 1638,54 32,771 16,053 2,04
Lanl 212-2 1 695,34 13,907 6,730 2,07
Lanl 212-2 2 1127,27 22,545 10,848 2,08
Lanl 212-3 1 1651,71 33,034 16,101 2,05
Lanl 212-3 2 1578,70 31,574 15,225 2,07
IMR 208-3 1 1971,62 39,432 19,203 2,05
IMR 208-3 2 1721,17 34,423 16,742 2,06
IMR 208-6 1 1027,31 20,546 9,952 2,06
IMR 208-6 2 1156,02 23,120 11,175 2,07
IMR 208-2 1 1541,47 30,829 15,121 2,04
IMR 208-2_2 1723,99 34,480 16,952 2,03
LS 2181 1 2023,37 40,467 20,514 1,97
LS 218-1 2 2666,24 53,325 27,120 1,97
LS 218-2 1 2483,41 49,668 25,474 1,95
LS 218-3 2 3565,40 71,308 36,718 1,94
LS 2183 1 978,80 19,576 9,460 2,07
LS 2183 2 1510,07 30,201 14,641 2,06

Tabelle 3.12: Ubersicht der Konzentrationen und Reinheit nach der Isolierung der DNA
aus dem Neuroblastomprobenmaterial. Angegeben sind die Konzentrationen in ng/ul und
die Reinheit als Quotient der photometrischen Extinktionen bei 260 nm und 280 nm.
Das A260/A280-Verhiltnis sollte idealerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Aufgrund des
grofsen Volumens von jeweils 2ml pro Probe wurden diese bei der Aufreinigung auf je 2
Tubes aufgeteilt. Es finden sich somit zwei Messreihen pro Probe in der Tabelle.
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Sample Innerhalb der Grenzen Kontrast QC Call Rate Geschlecht
ZL IMR Ja 2,86 97,52 M
IMR 208-2 Ja 2,40 99,09 M
IMR 208-3 Ja 2,47 99,09 M
IMR 208-6 Ja 1,24 97,23 M
ZL Lan Ja 1,99 99,35 W
Lan 212-2 Ja 1,80 99,28 W
Lan 212-3 Ja 1,80 99,37 W
Lan 217-2 Ja 2,18 99,34 W
ZL LS Ja 2,04 98,85 M
LS 218-1 Ja 2,40 99,34 M
LS 218-2 Ja 2,01 99,28 M
LS 218-3 Ja 2,14 99,38 M

Tabelle 3.13: Ubersicht der Qualititskontrollen fiir die SNP 6.0 Chips der Neuroblastome.
Die Kontrast QC-Rate gibt das Potential eines Array-Experimentes an, die gemessenen
SNP-Signale in 3 Genotyp-Klassen aufzulosen. Sie sollte einen Mindestwert von 0,4 iiber-
schreiten. Die Call-Rate gibt den Anteil der Probesets an, fiir die aus den gemessenen
Signalen erfolgreich ein Genotyp ermittelt werden konnte. Sie sollte einen Mindestwert von
86% erreichen.

Sample IMR IMR IMR LAN LAN LAN LS LS LS
208-2  208-3 208-6 212-2 212-3 2172 2181 2182 218-3

IMR 208-2 100 99,28 97,06 62,57 62,53 62,48 6533 65,26 65,40

IMR 208-3 100 9721 62,56 62,52 62,48 6529 6525 6535
IMR 208-6 100 61,78 61,77 61,69 64,31 64,28 64,38
LAN 212-2 100 9943 9927 62,35 62,30 62,45
LAN 212-3 100 99.46 62,32 62,28 62,43
LAN 217-2 100 62,31 62,28 62,39
LS 218-1 100 99,37 99,41
LS 218-2 100 99,29
LS 218-3 100

Tabelle 3.14: Ubersicht der Konkordanz (in %)der Genotypen zwischen den SNP 6.0 Chips
der Neuroblastome. Die Konkordanz gibt den Anteil der identischen Genotypen zwischen
zwei Chips in % an. Per Definition liegt sie beim Vergleich eines Chips mit sich selbst bei
100%.
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in IMR heterozygot und in LAN homozygot bzw. 139.227 SNPs in LAN heterozygot und
in IMR homozygot. Zwischen IMR und LS waren Unterschiede in 281.341 SNPs (31%)
zu beobachten. Von diesen SNPs wiesen 104.980 in IMR einen heterozygoten Genotyp auf
wahrend 97.762 dieser SNPs in LS heterozygot vorlagen. Der Vergleich zwischen LAN uns
LS ergab Unterschiede in 306.360 SNPs (34%), von denen in LAN 140.994 SNPs heterozy-
got waren und 93.113 SNPs eine Heterozygotie in LS aufwiesen. Eine grafische Ubersicht
der Genotypen findet sich in Abbildung

Aberrationsbestimmung Die Signale der SNP und CN Proben der SNP6.0 Chips wur-
den zur Bestimmung von Amplifikationen und Deletionen herangezogen. Die Modalwerte
der Segmentmittelwerte lag bei den SNP Probesets zwischen -0,047 und 0,034, bei den CN
Probsets zwischen -0,133 und 0,074. Die Standardabweichungen der 50% Quantile lagen
bei den SNP Probesets zwischen 0,067 und 0,110 sowie bei den CN Probesets im Bereich
0,076 bis 0,128. Die Standardabweichungen der 90% Quantile lagen zwischen 0,089 und
0,177 bei den SNP Probesets. Bei den CN Probesets erstreckten sich die Werte von 0,098
bis 0,159. Eine Ubersicht der Werte findet sich in Tabelle .

Zur Klassifikation der Aberrationen wurden fiir Gains eine Signalgrenze in Héhe der
1,8fachen, fiir Losses der negativen 2fachen Standardabweichung (50% Quantil) festge-
setzt. Fir Amplifikationen und Deletionen wurde ein Grenzwert in Hohe der +3fachen
Standardabweichung (90% Quantil) verwendet. Als Ausnahme wurde fiir die dritte IMR
Probe, IMR 208-6, ein Grenzwert von 1,6facher Standardabweichung (50%Quantil) zur
Bestimmung von Gains festgelegt.

Eine grafische Ubersicht der Aberrationen ist in Abbildung gegeben. Die Segment-
profile der einzelnen Proben sowie die vollstindigen zugehdrigen Tabellen finden sich auf

dem beiliegenden Datentréger.

Aberrationen Grofere gemeinsame Gains konnten bei den IMR-Tumoren in 1p36.33-
36.13, 3pll-ql11, 9p24.3-22.1, 9p13.3-q12, 10p12.33-q22.3 und Xp1l1-q13 inklusive des ersten
Abschnittes von Xq21 beobachtet werden. Aufserdem zeigten sich nahezu die kompletten
Arme 14q, 16q und 19q amplifiziert, sowie ein Grofsteil des p-Arms von Chromosom 18 und
18q21-22. Chromosom 20 wies durchgehend mehr als 2 Kopien auf. Desweiteren waren etli-
che kleinere Gains zu beobachten, insbesondere in 6p22.3. Gemeinsame Losses fanden sich
in 5q11.2-13.2, 9p21.3-21.1 und 17¢q21.31-24.2. Teile von 9p21 wurden dabei als vollstandig

deletiert eingestuft.
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Abbildung 3.20: Genotypen der Neuroblastome, die mittels der SNP 6.0 Arrays von Affy-
metrix ermittelt wurden. Genotyp-Farbkodierung: ,AA“ - blau, ,BB“ - rot, ,AB*“ - gelb,
,Nicht ermittelbar - grau. Dabei stehen ,AA“ und ,BB* fiir homozygote Genotypen und
,AB® fiir einen heterozygoten Genotypen.
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Abbildung 3.21: Aberrationsprofile der Neuroblastomsamples.
Farbkodierung: Rot, Gain; Dunkelrot, Amplifikation, Gewinn mehrerer Kopien; Blau, Loss;
Dunkelblau, Deletion, Verlust beider Kopien; Grau, keine Aberration.
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Sample Modalwert Modalwert SD 50% Q. SD 50% Q. SD 90% Q. SD 90% Q.

CN SNP CN SNP CN SNP
IMR 208-2 0,037 -0,020 0,098 0,088 0,130 0,126
IMR 208-3 -0,028 0,009 0,095 0,083 0,123 0,114
IMR 208-6 -0,011 -0,032 0,128 0,108 0,159 0,139
Lan 212-2 0,074 0,027 0,086 0,074 0,111 0,103
Lan 212-3 0,038 0,032 0,076 0,067 0,098 0,089
Lan 217-2 0,030 0,034 0,102 0,080 0,151 0,177
LS 218-1 -0,033 -0,047 0,106 0,088 0,132 0,112
LS 218-2 -0,029 -0,046 0,099 0,083 0,124 0,102
LS 218-3 -0,133 0,006 0,099 0,083 0,110 0,104

Tabelle 3.15: Modalwerte der Segmentmittelwerte nach Segmentierung der SNP und CN
Probesets fiir die Neuroblastomproben. Zur Bestimmung von Gains, Losses, Amplifikatio-
nen und Deletionen wurden die Segmente zuvor um die berechneten Modalwerte zentriert.

Einige Gains und Losses konnten bei den angelegten Klassifikationskriterien nicht in
allen drei Proben beobachtet werden. Hierzu zéhlten unter anderem Gains in 2p22, 2p12,
3p22-14, 4q33-34, 12p sowie 14ql1-12. Die Bande 1q24 wies sich in den beiden Proben,
IMR.208.2 und IMR.208.3 ein Loss auf.

Bei den LAN Proben konnten grofsere gemeinsame Gains in 4p16-15, 3p14.1-12.1, 13q
und in 18q11.2 beobachtet werden. Desweiteren fanden sich etliche kleinere und punktuelle
Gains, z.B. entlang der Gene NAG, DDX1 und MYCN in 2p24.3 oder bei DPP3 in 11q13.1.
Gemeinsame Losses fanden sich in 16p13 und in 17p13, die unter anderem das Gen TP53
umfassten und in Xp22.33.

In 3p13-12 konnten einige grofere Gains beobachtet werden, die bei den gewéhlten
Kriterien mitunter nur in zwei der drei Proben auftraten.

In den LS Proben zeigten sich Gains im gesamten p-Arm von Chromosom 16, in 2q37,
4p14-13, 5pl5-ql5, 6pl12.1, 7p14-q36, 8q22.3-q23.1, 8q24.13-24.23, 9933 und 10g25. Deletio-
nen konnten in 9p24-22; 3p23-p14 und dem gesamten g-Arm von Chromosom 13 beobachtet
werden.

Etliche Regionen wiesen nur in zwei von drei Féllen Gains auf. Dazu zéhlten die Banden
2q24-q36, 6q13-q26, 8q23.2-24.12 und 9q13-31.

Die Vergleiche mit den Zelllinien zeigten gréftenteils gute Ubereinstimmungen mit den

Tumorsamples. Teilweise wurde bei den Zelllinien Gewinne oder Verluste von einer Kopie
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in Regionen detektiert, in denen die Tumorsamples keine Anderungen aufwiesen. So wur-
den in der LAN-1 Zelllinie z.B. kleinere Regionen auf Chromosom 2 als Gain eingestuft und
grofte Teile von Chromosom 5 als Loss. Die LS Zelllinie wies Losses auf Chromosom 4 und
10 auf, die in den Tumoren nicht erkennbar waren. Unterbrochen wurde der Loss auf Chro-
mosom 4 von jener Region, die in den Tumoren einen Gain aufwiesen. Andererseits konnten
die Gains grofer Regionen von Chromosom 7 (LS) und 13q (LAN-1) sowie die Deletionen
in 19p24-p22 und 13q (LS) sowohl in der Zelllinie als auch den Tumoren beobachtet werden.

Bei der IMR-32 Zelllinie konnten einige Gains beobachtet werden, die bei den Tumoren
Losses aufwiesen. Dies war bei 125 und 17q der Fall. Desweiteren konnten Losses und
Deletionen in Regionen beobachtet werden, die bei den Tumoren Gains oder Amplifika-
tionen aufwiesen. Dies war bei 1p36, 16q23-q24 und 20q der Fall. Die in den Tumoren
aberranten Regionen 5qll-ql12, 10p12.33-q22.3 und 14q zeigten in der IMR-32 Zelllinie
keine Verinderungen. Andererseits zeigte sich eine gute Ubereinstimmung in den Aberra-
tionen in 3pll-ql1, 19q13 und 18q. Diese Ergebnisse konnten in einer zweiten, biologisch
unabhéngigen Probe bestéitigt werden. Hierzu wurden die IMR-32 Zellen einige Monate
spiter neu kultiviert und das genomische Profil untersucht. Die beiden Proben wiesen im

Vergleich identische Aberrationsprofile auf.
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3.3 Korrelation

Mittels einer Integration von Expressionsdaten und CNVs sollte eine Eingrenzung der bis-
herigen Ergebnisse auf aussagekriftige Kandidaten ermoglicht werden. Weiterhin galt das
Interesse der Fragestellung, wie unmittelbar sich Aberrationen auf das Expressionsniveau
der betroffenen Gene auswirken. Die Ergebnisse dieser Korrelationen werden im folgenden
Abschnitt beschrieben.

3.3.1 Brusttumore

Die aus der Expressionsanalytik und CNV-Analytik gewonnen Daten wurden mit dem
Verfahren von Stranger et al. [I57] auf Korrelationen untersucht. Aufgrund der zwei unter-
schiedlichen array-CGH-Plattformen, die bei den Mammakarzinomen zum Einsatz kamen
wurde die Korrelation fiir die NP8 und BALB/c-Mausproben separat durchgefiihrt. fiir
die weiteren Untersuchungen wurde die Schnittmenge der signifikant korrelierenden Ge-
ne aus beiden Bestimmungen verwendet. Als signifikant wurden Gene eingestuft, deren
Korrelations-P-Wert ein Signifikanzniveau von mindestens 0,001 aufwiesen. Die BALB/c-
Samples wiesen dabei 136 signifikant korrelierende Gene auf, die NP8-Samples 1317. Die
Schnittmenge wurde von 87 Genen gebildet, die primér im Met-Locus auf Chromosom 6,
sowie auf den Chromosomen 3, 15 und 19 zu finden waren. Unter diesen Genen befan-
den sich unter anderem die Gene Tes, Cavl, Met, Capza2 und St7 des Met-Locus. Auf
Chromosom 15 fanden sich unter anderem die Gene Rbz1 und Atzn10. Gute Korrelationen
auf Chromosom 19 konnten unter anderem bei den Genen Fau, CoxS8a, Stx5a, und Ddb1
beobachtet werden und auf Chromosom 3 bei Psmdj.

Eine Auftragung der Expressionswerte gegen die zugehorigen Segmentmittelwerte fiir
11 dieser Gene findet sich in Abbildung[3.23] Eines der beiden bestkorrelierenden Gene war
St7 mit einem R%:-Wert von 0,891 (NP8-Miuse) bzw. 0,755 (Balbc-Méuse). Zusammen mit
den Genen des Met-Locus wies es bereits in der Expressionsanalyse eine signifikante dif-
ferentielle Regulation zwischen differenzierten und undifferenzierten Tumoren auf. Zudem
konnte in der CNV-Analytik zuvor eine hiufigere Amplifikation der Region in undifferen-
zierten Tumoren beobachtet werden. Die Korrelationsfaktoren, P-Werte, Zuordnungen von
Expressions-Probesets zu CGH-Identifieren und die chromosomalen Locationen der 11 Ge-
ne sind in Tabelle aufgefiihrt. Die entsprechenden Daten aller 87 Gene finden sich in
Tabelle im Anhang.
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Abbildung 3.22: Brusttumore: Expressionswerte und array-CGH Daten des Met-Locus im
Vergleich. Die Expressionswerte sind als z-score pro Gen iiber die Samples standardisiert.
Die array-CGH Daten entsprechen den log2ratios nach der Segmentierung. Erkennbar ist,
dals der Met-Locus in undiffrenzierten Tumoren (G3 & G4) deutlich haufiger amplifiziert
ist. Die deutliche Asymmetrie der Werteskala hebt die Starke der Amplifikationen hervor.
Die Expressionswerte folgen den Amplifikationen. Die spontanen Mammakarzinome (am
dufersten rechten Rand) gleichen hinsichtlich des Met-Locus eher den differenzierten Tu-

moren.
Oben, array-CGH Daten; unten, Expressionswerte.
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Zur Evaluation des generellen Einflusses von Aberrationen auf die Genexpression in
Brusttumoren wurde zuséatzlich die genomweite Korrelationsmethode verwendet. Die not-
wendige Referenz wurde aus allen 80 Samples der Expressionsanalytik berechnet. Es be-
stand ein deutlicher Zusammenhang zwischen den Aberrationen und Expressionsniveaus
iiber das gesamte Genom. Eine Gegeniiberstellung von segmentierten Expressionswerten
und array-CGH Daten fiir 4 der Brusttumorsamples findet sich in Abbildung [3.24] Deut-
lich erkennbar waren steigende Expressionstendenzen in Regionen, die bei der array-CGH
Gains aufwiesen. Entsprechend konnten auch deutlich niedrigere Expressionssignale in
Loss-Regionen beobachtet werden. Sowohl Gains als auch Losses, z.B. in Sample 11461-2,
waren auf Transkriptomebene klar erkennbar. Bei Sample 12192-2 konnten selbst graduel-
le Unterschiede in der Kopienzahl von Chromosom 11 auf Transkriptomebene dargestellt

werden.
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Symbol EXP ID CGH ID Raw P-Wert R? Q0,01 Q0,001 Chr. Position
Arrays aus Olso

Tes 21753 A 53 P122283 14,264 0,829 2,454 3,394 6 17035507
Cavl 12389 A 53 P104726 5,343 0,456 2,437 3,467 6 17273898
Met 17295 A 53 P121226 15,176 0,848 2,344 3,717 6 17468890
Capza2 12343 A 53 P157131 13,959 0,91 2,291 3,34 6 17601821
St7 64213 A 53 P121352 13,787 0,891 2,399 3,392 6 17768484
Lsm8 76522 A 53 P103703 12,892 0,796 2,332 4,196 6 18801343
Myol0 17909 A 53 P155317 3,934 0,35 1,98 2,809 15 25647854
Rbx1 56438 A 53 P142789 6,687 0,542 2,069 3,169 15 81301772
Atxnl0 54138 A 53 P116218 5,497 0,467 2,243 3,557 15 85230224
Rbm4 19653 A 53 P136800 4,253 0,375 1,917 2,855 19 4789088
Fau 14109 A 53 P136738 6,851 0,552 2,375 3,592 19 6058735
Cox8a 12868 A 53 P124485 6,535 0,533 2,101 3,243 19 7290854
Stx5a 56389 A 53 P117603 9,187 0,669 1,933 3,148 19 8823032
Ddb1 13194 A 53 P115728 8,092 0,618 2,221 3,09 19 10692182
Trim8 93679 A 53 P146014 6,353 0,522 2,024 2,912 19 46583801
Arrays aus Amsterdam

Tes 21753 scl0001061,1 50 6,296 0,743 2,519 3,597 6 17035507
Cavl 12389 scl0001108,1 2 5,682 0,703 2,487 3,601 6 17273898
Met 17295 scl30355,22,1 19 5,26 0,672 2,097 3,495 6 17468890
Capza2 12343 scl012343,12 1 6,13 0,772 2,444 3,351 6 17601821
St7 64213 scl0001099,1 185 6,493 0,755 2,45 3,347 6 17768484
Lsm8 76522 scl00319202,1 96 8,981 0,865 1,879 3,46 6 18801343
Myol0 17909 scl0002440,1 24 3,913 0,549 1,914 2,665 15 25647854
Rbx1 56438 scl0002434,1 7 4,268 0,585 1,974 2,747 15 81301772
Atxnl0 54138 scl47668,10 45 3,799 0,537 2,007 2,858 15 85230224
Rbm4 19653 scl081909,8 96 4,343 0,592 2,024 2,978 19 4789088
Fau 14109 scl056275,3 18 5,842 0,714 1,964 2,943 19 6058735
Cox8a 12868 scl016973,22 185 5,366 0,68 2,036 3,133 19 7290854
Stxba 56389 scl068157,2 24 5,635 0,7 1,963 2,984 19 8823032
Ddb1 13194 scl060361,6 3 4,067 0,565 1,909 2,995 19 10692182
Trim8 93679 scl057344,13 241 4,303 0,588 1,93 2,686 19 46583801

Tabelle 3.16: Brsuttumore: Die aufgefiihrten Gene stellen eine Auswahl der Top-
Kandidaten dar, die eine gute Korrelation zwischen Expressionsniveau und CNV-Analytik
aufweisen. Angefiihrt sind die Identifier der Gene auf dem Expressionsarray sowie die Iden-
tifier der am dichtesten gelegenen Probesets auf dem SNP-Array. @ 0,01 und @ 0,001
bezeichnen die P-Werte, die die 0,01 bzw. 0,001 Quantile denotieren. Beim Raw P-Wert
handelt es sich um den unkorrigierten P-Wert. Die P-Werte sind in negativer, dekadisch-
logarithmischer Form angegeben. R? gibt den Korrelationskoeffizienten an, der im Idealfall
(absolute Ubereinstimmung) bei 1 liegt. Die komplette Liste der als gut korrelierend ein-
gestuften Gene umfasst 87 Probesets und ist in Tabelle im Anhang aufgefiihrt.
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3.3.2 Neuroblastome

Zur Korrelation der Ergebnisse aus Expressionsanalytik und der SNP-Arrays wurde das
Verfahren von Stranger et al. [I57] eingesetzt. Bei der darauf folgenden Auswertung der
Resultate wurden die spezifischen Genlisten auf jene Gene reduziert, die bei der Korrelati-
onsanalyse ein Signifikanzniveau von 0,001 unterschritten. Die Groke der IMR spezifischen
Genliste reduzierte sich dadurch auf 857 Gene, die LAN spezifische Genliste auf 952 Gene
und die LS-Liste auf 537 Gene. Von der Liste der Gene, die alle drei Gruppen unterschieden
erwiesen sich beim Korrelationsverfahren 440 Gene als signifikant.

Zu den gut korrelierenden IMR-spezifischen Genen gehorten unter anderem FBXOJY,
WATP und DKK1. Die Liste der LAN-spezifischen Gene umfasste unter anderem die Gene
IGSF9, CNTN2, MYCN und TP53. Unter den LS-spezifischen Genen mit guter Korrelati-
on fanden sich CALM1, SESN1 und KLF12. Die Gene MED28 und AKT1 unterschieden
alle drei Zelllinien und wiesen auch eine gute Korrelation auf. Eine Auswahl der Korrelati-
onsfaktoren und P-Werte fiir einige der nach der Korrelation verbliebenen Gene findet sich
in Tabelle [3.18 Abbildungen und zeigen eine Auftragung der Expressionswerte
der in Tabelle aufgefithrten Gene gegeniiber den zugehorigen Segmentmittelwerten.
Abbildungen bis im Anhang zeigen eine Projektion der Expressionswerte der si-

gnifikant regulierten Gene auf die Segmentprofile der einzelnen Chromosomen.

Fiir eine genomweite Korrelation aller Genexpressionen jeweils eines Samples mit den
zugehdrigen Segmentmittelwerten wurde die genomweite Korrelation zur Anwendung ge-
bracht. Zur Bereitstellung einer hinreichend guten Referenz wurden bereits publizierte
Neuroblastom-Datensitze mit insgesamt 72 Samples der GEO-Datenbank entnommen.
Diese wurden zusammen mit dem eigenen Datensatz standardisiert. Datenbankidentifier
und Publikationsreferenzen der Datensatze konnen Tabelle [3.17 entnommen werden. Nach
der Standardisierung erfolgte eine Segmentierung mit DNAcopy. Eine Ubersicht der chro-
mosomalen Regionen mit besonders hohen bzw. niedrigen Expressionswerten nach der
Standardisierung findet sich in Abbildung [3.25] Die zusammen mit den Signalen der Pro-
ben aus der GEO-Datenbank standardisierten Expressionsprofile wiesen eine gute Uberein-
stimmung mit den Profilen der Copynumber-Analyse auf. So konnten in den IMR Samples
lediglich die Gains in Chromosom 9 und 10 nur teilweise rekonstruiert werden. Die Los-
ses in den Chromosomen 1, 3 und 5 fanden sich ebenfalls wieder. Die Gains in den LAN
Samples auf Chromosom 1, 3,4 und 18 waren teilweise auch hier deutlich h6her exprimiert.

Die Losses in Chromosom 16, 17 und 18 zeigten sich verhéltnisméafig niedrig exprimiert.
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3.3. KORRELATION

Accession Anzahl Samples PMID Contributor

GSE4600 12 16682435 Peddada S. et. al.
GSEA4773 20 nicht vorhanden
GSE6451 6 17360324 Liu Y. et. al.
GSE8066 16 17643814 Koppen A. et. al.
GSES8596 18 11836553 Miyagawa Y. et. al.

Tabelle 3.17: Neuroblastome: Accession-Nummern der fiir die genomweite Korrelation als
Referenz verwendeten GEO-Datensétze, siehe Abschnitt[3.3.2] Desweiteren sind die Anzahl
der jeweils enthaltenen Samples aufgefithrt sowie die PubMed IDs der Publikationen, soweit
vorhanden. Fiir Datensatz GSE4773 ist bei GEO keine Publikation angegebenﬂ

In den LS Samples konnten die Gains und Losses in den Chromosomen 2, 3, 4, 5, 6, 10 und
13 sehr gut erkennen, wihrend die Aberrationen in Chromosom 7, 8 und 9 nur teilweise

oder gar nicht erkennen liefsen.

8WebLink: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE4773
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Abbildung 3.25: Neuroblastome: Besonders hohe und niedrige Expressionswerte nach der
Standadisierung der Expressionswerte mit 5 in GEO veroffentlichten Datensétzen. Farbko-
dierung: Sehr hoch - dunkelrot, hoch - rot, niedrig - blau, sehr niedrig - dunkelblau.
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3.3. KORRELATION

Symbol EXP ID SNP/CN ID Raw P-Wert R? Q0,01 Q0,001 Chr. Position
LS spezifisch

FAIM 220643 s at  SNP_A-2131205 5,641 0,965 1,245 5,946 3 139810231
CAMK2N2 230706 s at SNP_A-4263948 3,336 0,844 2,268 3,012 3 185459696
SESN1 218346 s at  SNP_A-2059510 5,201 0,954 2,274 4,618 6 109414339
PKIA 226864 at CN_ 374786 5,631 0,965 2,689 5,833 8 79590890
CAMK2G 212669 at SNP_A-8386882 2,815 0,783 2,211 3,69 10 75242264
KLF12 229881 at SNP A-2082448 5,997 0,973 2,165 5,288 13 73158150
CALM1 209563 _x _at SNP A-8559964 2,598 0,75 2,349 3,81 14 89933125
MAGEC1 206609 at SNP A-8504436 7,103 0,987 1,033 7,381 23 140819345
ATP2B3 207026 _s at  SNP_A-8399751 4,368 0,92 1,603 5,036 23 152454773
LAN spezifisch

IGSF9 229276 at SNP _A-8370689 5,776 0,968 5,122 6,549 1 158163455
RGS5 218353 at SNP _A-2128736 6,334 0,978 6,026 7,021 1 161378721
CNTN2 230045 at SNP A-2245056 6,878 0,985 4,264 5,781 1 203278962
RRP15 214764 at SNP A-1886610 5,573 0,964 3,288 5,281 1 216525251
CHML 226350 _at SNP_ A-8428684 5,288 0,956 3,276 5,009 1 239858790
MYCN 209756 _s at  CN_ 819701 5,361 0,958 4,507 5,708 2 15998133
PCOLCE2 219295 s at SNP_A-1873067 6,612 0,982 2,232 3,887 3 144019401
MED28 222636 _at SNP _A-2009619 5,273 0,956 3,953 5,64 4 17225370
TP53 211300 s at SNP_A-8484217 5,07 0,95 3,549 5,514 17 7512444
IMR spezifisch

FBXO9 212991 at SNP A-8592647 5,718 0,967 2,586 3,525 6 53043729
PKIB 223551 _at SNP A-1926493 5,255 0,955 2,677 4,335 6 122973075
WTAP 210285 x at SNP A-4253618 5,813 0,969 3,11 4,825 6 160068141
MCPH1 228778 at SNP A-8474975 5,67 0,966 4,07 5,623 8 6251528
DKK1 204602 at SNP A-2104364 5,737 0,967 5,06 5,675 10 53744046
MMD 203414 at SNP_A-8395221 6,304 0,978 2,875 4,359 17 50824972
Gene, die alle drei Linien unterscheiden

GORASP1 215749 s _at SNP_A-1916117 6,539 0,981 2,534 5,174 3 39113094
MED28 222635 _s_at  SNP_ A-2009619 5,288 0,956 3,944 5314 4 17225370
KCNMA1 221583 s at  SNP_A-2029301 6,339 0,978 4,104 5,412 10 78299369
KCTD12 212192 at SNP A-1882800 6,646 0,982 2,315 6,01 13 76352304
RAP2A 225585 at SNP A-8412923 5,14 0,952 2,286 5,073 13 96884476
BDKRBI1 207510 at SNP_ A-8319774 6,014 0,973 3,162 4,679 14 95792311
AKT1 207163 _s at  SNP_A-1870603 5,092 0,95 2,46 3,85 14 104306733

Tabelle 3.18: Neuroblastome: Die aufgefilhrten Gene stellen eine Auswahl der Top-
Kandidaten dar, die eine gute Korrelation zwischen Expressionsniveau und CNV-Analytik
aufweisen. Angefiihrt sind die Identifier der Gene auf dem Expressionsarray sowie die Iden-
tifier der am dichtesten gelegenen Probesets auf dem SNP-Array. @) 0,01 und @ 0,001
bezeichnen die P-Werte, die die 0,01 bzw. 0,001 Quantile denotieren. Beim Raw P-Wert
handelt es sich um den unkorrigierten P-Wert. Die P-Werte sind in negativer, dekadisch-
logarithmischer Form angegeben. R? gibt den Korrelationskoeffizienten an, der im Idealfall
(absolute Ubereinstimmung) bei 1 liegt. Die komplette Liste der als gut korrelierend ein-
gestuften Gene umfasst 2139 Probesets und wird aufgrund ihres Umfangs auf dem beilie-
genden Datentréiger verdffentlicht.
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE

3.4 MAPK-Arrays

Zur Bestimmung der Aktivitdt von 8 Transkriptionsfaktoren des MAPK-Transduktionsweges
wurden Proteinarrays der Firma Eppendorf eingesetzt. Die mittels Bradfordtest ermittel-
ten Proteinkonzentration lagen zwischen 2,9pg/pl und 4,1png/nl | siehe Tabelle
Mittels einer Silberfarbung auf einem Bis-Tris Gradientengel (4-12%) sollte bereits im
Vorraus tiberpriift werden, ob sich Anreicherungen spezieller Proteinbanden erkennen las-
sen. Das Ergebnis der Silberférbung ist in Abbildung[3.28 wiedergegeben. Es zeigte sich, dafs
keine besonderen Grofenverteilungen zu diesem Zeitpunkt nachgewiesen werden konnten.
Die Variation der eingesetzten Proteinmenge hatte hier keinen Einfluss auf das Ergebnis.
Die jeweils drei Banden mit unterschiedlicher Einsatzmenge (100ng, 200ng, 400ng) wiesen

vergleichbare Bandenmuster auf.

Aktivitdten Auf den MAPK-TF-Chips konnten einige Transkriptionsfaktoren nachge-
wiesen werden. In allen drei Zelllinien wurden cMyc und MEF2 detektiert. cMyc bewegte
sich dabei in allen drei Zelllinien auf nahezu gleich niedrigem Niveau. In der LS-Zelllinie
iiberstieg das MEF2-Signal jene aus den LAN und IMR-Zelllinien um mehr als das Drei-
fache. Die LAN-Zelllinie wies im Vergleich zu den IMR-Zellen ein rund anderthalbfaches
MEF2-Niveau auf. Das Tumorsupressorprotein p53 konnte in den IMR und LS-Zelllinien
nachgewiesen werden, nicht jedoch in der LAN-Zelllinie. Zudem lag das Signalniveau des
pH3-Proteins bei den IMR-Zellen deutlich hoher als in den LS-Zellen.

Probe (2pl) Konzentration pg/pl  Extinktion

LS 2,97 0,389
LAN 5 4,10 0,519
IMR 32 3,67 0,468

Tabelle 3.19: Extinktionen und berechnete Konzentrationen der Proteinextrakte aus den
Neuroblastomzellkulturen. Fiir die Messung wurden jeweils 21l Extrakt eingesetzt. Die Pro-
teinextrakte wurden spéater fiir die Analyse der Aktivitdten von 8 Transkriptionsfaktoren
des MAPK-Signaltransduktionsweges auf Proteinarrays der Firma Eppendorf verwendet.
Fiir die Arrays wurden spater 30pg Protein eingesetzt.

106



3.4.

MAPK-ARRAYS
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Abbildung 3.28: Gelelektrophorese (NuPage 4-12% Bis-Tris Gel) mit Silberfarbung der Pro-
teinextrakte aus den Neuroblastomzelllinien mit jeweils drei verschiedenen Einsatzmengen.
Es sollte vor der Hybridisierung auf den TF-Chips gepriift werden, ob sich Anreicherungen

spezieller Proteinfraktionen zeigen.
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Abbildung 3.29: Signale der Transkriptionsfaktoren des MAPK-Arrays der Firma Eppen-
dorf fiir alle drei Neuroblastomzelllinien. Drei der Transkriptionsfaktoren konnten nachge-

wiesen werden. Gut erkennbar ist die Abwesenheit des p53 Tumorsupressorproteins in der
LAN-Zelllinie.
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Kapitel 4

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten Determinanten der Differenzierung und Metastasierung
von Tumoren untersucht werden. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf dem Potential
der Integration von Genexpressionen und Copy-Number-Variationen. Um modellbehaf-
tete und entitdtsbedingte Einfliisse bei der Bewertung der Korrelationsmoglichkeiten zu
reduzieren, wurden zwei unterschiedliche Tumormodelle analysiert. Die Untersuchungen
behandelten zwei sowohl medizinisch als auch volkswirtschaftlich wesentliche Tumorar-
ten, Mammakarzinome und Neuroblastome. Die héufigste Krebserkrankung bei Frauen in
Deutschland ist der Brustkrebs [74]. Im Kindesalter hingegen stellt das Neuroblastom nach
der akuten lymphatischen Leukédmie eine der haufigsten bosartigen Krebserkrankungen [75]
dar. Nach wie vor sind viele Determinanten der Differenzierung in Brustumoren und des
Metastasierungsverhaltens von Neuroblastomen unbekannt.

Fiir die tumorrelevanten Gene in den beiden Modellen ergaben sich inhaltlich, wie vor
dem Hintergrund der biologisch sehr verschiedenen Tumormodelle zu erwarten war, sehr
unterschiedliche Ergebnisse. Die Integration von Genexpressionen und genomischen Da-
ten wurde als vielversprechende Methode zur weitergehenden Analyse und Interpretation
identifiziert. In der folgenden Diskussion werden die Beobachtungen einzelner Abschnitte

zusammengefasst und in einen entsprechenden biologischen Kontext gesetzt.

4.1 Brusttumore

Das hier verwendete WAP-T Mausmodell [142, [88] wurde zur Analyse des Einflusses von
mutiertem p53 auf den Differenzierungsgrad in Brusttumoren verwendet. Es handelt sich
hierbei um ein trangenes BALB/c-Mausmodell, in dem mittels einer Induzierung des

WA P-Promotors eine Expression der frithen Genregion des simian Virus 40, des SV40
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T-Antigen, gezielt hervorgerufen werden kann. Das SV40 T-Antigen inhibiert die Funk-
tion des Wildtyp-pb3. Zuséatzlich zum SV40 T-Antigen kann in bitransgenen Mausen die
Expression einer mutierten Trp53 Variante, mutP53, hervorgerufen werden.

Die hier untersuchten Mammakarzinome unterschieden sich hinsichtlich Tumorgrading,
der Expression von mutP53 und dem Mausmodell. Es sollte untersucht werden, welche
Faktoren den Differenzierungsgrad der Tumore in definierten Tumormodellen charakteri-
sieren. Weiterhin waren die Einfliisse des mutP53 Proteins und SV40 T-Antigen auf die
Differenzierung von Interesse. Einerseits konnten die Ergebnisse der Expressionsarrays,
CNV-Bestimmungen und Korrelationen gut in Einklang mit der Literatur gebracht wer-
den. Von zentraler Bedeutung war hierbei der Met-Locus auf Chromosom 6. Andererseits
zeigte sich eine teils grofte Heterogenitit, die die Tumore als singulare Entitéten erscheinen

lieflen.

Expressionsdaten Die Vergleiche der verschiedenen Gruppen ergaben eine Vielzahl von
signifikant differentiell exprimierten Genen. Bis zu 9352 Gene charakterisierten die unter-
schiedlichen Gruppen. Im Folgenden werden daher auszugsweise die am starksten regulier-
ten Gene behandelt.

Determinanten der Differenzierung Der Vergleich der differenzierten Tumore (G1
& G2) mit den undifferenzierten (G3 & G4) zeigte eine signifikant differenzielle Expres-
sion in 2870 Genen. Mit am stérksten hochreguliert in den undifferenzierten Tumoren
waren die Gene insulin-like growth factor binding protein 2 (Igfbp2), glycosylation depen-
dent cell adhesion molecule 1 (Glycaml), Suppression of tumorigenicity 7 (St7) und met
proto-oncogene (Met). Vergleichsweise am niedrigsten exprimiert waren die beiden Gene
cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 10 (Cyp2d10) und solute carrier or-
ganic anion transporter family, member 1a5 (Slcolab). Weitere niedrigere Expression in
den hohergradigen Tumoren wiesen das Breast cancer 1 Gen (Brcal, SLR=-0,45) und das
Breast Cancer 2 Gen (Brca2, SLR=-0,30) auf.

Igfbp2 spielt eine Rolle in der Zellproliferation. Die hier beobachtete hohere Expression
von Igfbp2 in undifferenzierten Tumoren im Vergleich zu differenzierten Tumoren bestétigt
bisherige Publikationen. So konnte wahrend der Differenzierungsphase von undifferenzier-
ten Epithelzellen der Brust eine Herunterregulation des Sekretionsspiegels von Igfbp2 be-
obachtet werden [125]. Prolactin kann die Sekretion des Proteins férdern [125]. Ebenfalls
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auf Prolactin reagieren die IFN-v-aktivierten Promotorelemente von Glycam1 in Brust-
epithelzellen 73], [72]. Prolactin induziert dabei die Glycam1 Expression iiber den STATS5-
Signaltransduktionsweg. Glycam1 ist ein L-Selektin Ligand, der in der Laktationsphase als
hochepxrimiert beobachtet wurde [65, 118] und desweiteren in Reaktion auf inflammato-
rische Stimuli verstérkt im Zellplasma beobachtet werden konnte [I58]. L-Selektine werden
hierbei an der Oberfliche von Leukozyten exprimiert. Sie fordern deren Bindungsfahigkeit
an Endothelzellen.

St7 wurde in Brustkrebs, Darmkrebs und Prostatakrebs ein tumorsuprimierender Ef-
fekt zugeschrieben [I88]. In unabhiingigen Arbeiten wurde hingegen eine Uberexpression
des Proteins mit der Malignitidt der Tumore korreliert [I85]. Das murine Gen liegt in di-
rekter Nachbarschaft von Wnt2 und Met auf Chromosom 6qA2. Den eigenen Resultaten
zufolge scheint die Uberexpression von St7 eher mit einer steigenden Malignitit der Tu-

more einherzugehen.

Met ist ein Rezeptor fiir HGF, formal Hepatocyte Growth Factor. Thm wird immense Re-
levanz in der Biologie von Tumoren zugeschrieben. Mittels Caspase-Hemmung kann Met
negativ in die Apoptoseregulation eingreifen [57]. Das Molekiil fordert den PISK/AKT-
Signaltransduktionsweg [I13] und damit die Proliferation. Met ist iiber seine ERK, PI3K/
AKT, und EAC1/p38 Modulation fiir die corticale Neuronmigration notwendig [144]. In
Kooperation mit CD44 soll Met in der Synapsenentwicklung und Myelinisierung von Axo-
nen im zentralen und peripheren Nervensystem beteiligt sein [104]. Dem Rezeptor konnte
ein Einfluss auf die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen nachgewiesen wer-
den [38]. Unter Stresstimulationen soll Met von einem Férderer des Zelliiberlebens zum
proapoptotischen Faktor werden [162]. Die Uberexpression der Wildtypvariante kann zur
Entwicklung nichtprogressiver Neoplasien fiihren, die sich bei zusitzlicher Uberexpression
von Myc zu Mammakarzinomen entwickeln kénnen [179]. Amplifikationen in Brusttumoren
sind bereits beschrieben [I55]. In der vorliegenden Arbeit konnte die Hochregulation von
Myc ebenfalls gezeigt werden. Wahrend der Fold Change von Met bei rund 5fach lag, war

Myc 1,7fach reguliert. Das kodierende Gen ist eines der Gene, die von p53 reguliert werden.

Cyp2d10 gehort zur Familie der Cytochrome P450. Diese Cytochrome sind primér am
oxidativen Abbau von Substanzen und teilweise der Biosynthese von Steroiden und Pros-
taglandinen beteiligt. Die genaue Funktion des Cyp2d10 ist noch weitestgehend unbekannt.

Slcolab ist ein Anion-getriebenes Transportermolekiil, das vermutlich an der Absorption
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von Gallenséuren beteiligt ist [I76]. Neben Slcola5 waren weitere solute carrier organic
anion transporter Gene, wie Slc2a6, Slc5a8, Slc25a13, Slc44a2, Slcj4a8, Slc39all oder
Slc9a3r2 runterreguliert.

Breal und Brca2 sind Tumorsupressorgene, die fiir ca. 80% der familidren, frith auf-
tretenden Brustkrebsfille verantwortlich sind [175]. Sie sind an der Reparatur von DNA-
Doppelstrang-Briichen [175, 53], der Trankriptionsregulation [33] [I78], Zellzyklusregulation
[114] und an p53-abhéngiger Apoptose beteiligt. Mittels einer Phosphorylierung bzw. direk-
ter Interaktion mit p53 [55] ibt Brecal weiteren Einfluss auf Zellzykluskontrolle und Repara-
turmechanismen aus. In den Genen wurde eine Vielzahl von Mutationen nachgewiesen, die
das Risiko an Brustkrebs zu erkranken stark erhohen. Gemaéfs jiingeren Forschungen kon-
nen Brecal defiziente Brusttumore den Verlust durch eine Héherregulation von Rad51 und
zweil seiner, mit Verzogerung agierenden, Co-Faktoren Rad54 und Rad5lapl ausgleichen
[102]. Daraus wiirde eine fehlerhafte homologe Rekombination folgen, die zur Tumorgene-
se fithren konnte. Eine signifikante Regulation von Rad51 konnte in dieser Arbeit nicht
beobachtet werden. Rad54 hingegen war in differenzierten Tumoren rund 1,5fach héher
reguliert. Da Rad5/ spéater als Rad51 exprimiert wird [I02] und die Tumore sich bereits in
einem Stadium hoher genomischer Instabilitit befanden, konnte die signifikante Regulation

von Rad51 zu einem fritheren Zeitpunkt stattgefunden haben.

Zusammenfassend sprachen die Resultate differenzierungsspezifischer Determinanten
fiir einen deutlichen Einfluss der Amplifikation des Met-Locus. Neben Met und St7, wiesen
die chromosomal nahegelegenen Cavi, Cav2 und Capza2 Hochregulationen auf. Es kann
vermutet werden, dak Met, Myc und St7 im Zusammenhang mit der Entwicklung von
hohergradigen Tumoren stehen. Die geméfs der Funktionsanalyse vermehrte Transkripti-
onstatigkeit konnte auf das verstirkte Tumorwachstum zuriickzufiihren sein. Nicht zuletzt
sind auch fiir Cavl und Cav2 tumorférdernde Wirkungen in Tumoren fortgeschrittenen
Stadiums beschrieben [147), 51].

Einfluss des mutP53 Die bitransgenen Méause sollten im Vergleich zu den monotrans-
genen zuséitzlich zum SV40 T-Antigen die mutierten Trp53 Gene exprimieren. Durch einen
Vergleich der beiden Gruppen sollte daher der Einfluss der mutierten Trp53 Gene auf die
epitheliale Differenzierung untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine signi-
fikante differentielle Expression zwischen mutP53 exprimierenden und nichtexprimierenden

Tumoren festgestellt werden. Bei der dreistufigen Validation der Unterschiede (Vergleiche
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3-5) lag die Ubereinstimmung der drei Genlisten bei 97 %. Da in den nicht iibereinstim-
menden Genlisten zudem kein funktioneller Zusammenhang identifiziert werden konnte,
wurden die geringen Unterschiede als technische Varianzen eingestuft.

Die Expression von Trp53 innerhalb der Gruppen war heterogen. Das Clustering der
vom phH3 regulierten Gene konnte weder zwischen mono- und bitransgenen Samples noch
zwischen differenzierten und undifferenzierten Tumoren unterscheiden. Auch hier war somit
ein Einfluss des mutP53 Proteins auf die Differenzierung der Tumore nicht nachvollzieh-
bar. Innerhalb der NP8-Tumore betrachtet erwies sich Trp53 mit rund 11fach hoherem
Signal als einziges Gen stérker zwischen mono- und bitransgenen Samples differentiell ex-
primiert. BmpS8a, Rnf10, Dnajc17, CpneS3, Cep350, Gatad2a und Psmb7 wiesen zwar einen
signifikanten P-Wert auf, die Regulationsstarken bewegten sich jedoch lediglich zwischen
1,7facher Herunterregulation und 1,4facher Hochregulation. Desweiteren scheinen die Gene
in keinem direkten, biologischen Zusammenhang zu stehen. Zusammenfassend musste aus
den Resultaten daher der Schluss gezogen werden, dafs ein Einfluss des mutP53 auf die

Tumordifferenzierung zum erfolgten Zeitpunkt der Tumorsektion nicht nachweisbar ist.

Die vorliegenden Beobachtungen lassen mehrere Deutungen zu. Das Wildtyp-p53 Pro-
tein wird erst nach der Translation auf Proteinebene vom SV40 T-Antigen gebunden,
damit am Eintritt in den Nukleus gehindert und in der Folge seine Aktivitat gehemmt. Die
Genexpression bleibt dabei unbeeinflusst. Es war daher in allen Samples eine vergleichbar
hohe Expression des Wildtyps zu erwarten. Unterschiede auf Expressionsebene wéren dem-
nach auf die zusétzliche Expression des mutierten 7Trp53 zuriickzufiihren. Dies konnte im
NP8-Modell beobachtet werden, nicht jedoch im T1-Modell. Fiir die mangelnde differen-
tielle Expression stellte sich die Frage, ob das mutP53-Transgen im T1-Modell iiberhaupt

durchgehend exprimiert wird.

Im NP8-Modell wurde eine differentielle Expression des Trp53 beobachtet, fiir die je-
doch kein Einfluss auf die weitere Genexpression nachweisbar war. Die Repression des
Wildtyp-pb3 konnte hierbei durch das SV40 T-Antigen in den monotransgenen M&usen
nur teilweise erfolgt sein. In diesem Fall finde eine Uberlagerung zwischen den Wirkun-
gen des mutierten und des Wildtypgenes statt. Die Einzeleffekte wiaren dann schwer zu
unterscheiden. Diese Hypothese konnte mit einer bereits fiir das NP8-Modell publizierten
Beobachtung gestiitzt werden, derzufolge lediglich in 50% der NP8-Tumorzellen das SV40
T-Antigen exprimiert wird [142]. In jenen Zellen, die kein SV40 T-Antigen exprimieren,
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fénde auch keine Hemmung des Wildtyp-p53 statt. Eine weitere Erklarung ware ein SV40-
mutP53 Komplex. Hierbei konnte das SV40 T-Antigen das mutP53 einzeln oder zusammen
mit dem Wildtyp-p53 in grofseren Komplexen binden. Es wiirde damit gleichzeitig mit der
Wildtyp-p53 Funktion auch die Wirkung des mutP53 hemmen.

Eine alternative, putative Erklarung bestiinde in der Funktionslosigkeit des mutP53.
Dagegen spricht allerdings, daf in groferen Tumorkollektiven des NP8-Modells bereits
eine erhohte Inzidenz an hohergradigen Tumoren (G3 & G4) in bitransgenen Méausen be-
schrieben wurde [69]. Dieser Zusammenhang wird von den Ergebnissen dieser Arbeit nicht
unterstiitzt. Allerdings konnte der Zeitpunkt der Tumorprobenentnahme hier die entschei-
dene Rolle spielen. Setzt die Wirkung des mutP53 Proteins kurzzeitig nach der Laktation
ein, so wiirde diese zum Zeitpunkt der Tumorprobenentnahme bereits von den nachfol-
genden Expressionsdysregulationen iiberlagert sein. Die allgemein in sdmtlichen Tumoren
stattfindenden Prozesse, wie verstiarkte Proliferation (z.B. Igfbp2, Met), reduzierte Apop-
tose (z.B. Met, Myc), Zellzykluskontrollen (z.B. Brecal, Brca2) oder anti-inflammatorische
Reaktionen (z.B. Glycaml), wiren dominant ausgepriagt und liefen zu diesem Zeitpunkt
den mutP53-Effekt nicht mehr erkennen. Die &uferst hohe Rate an Dysregulationen (57%)
wiirde diese Theorie untermauern. Sie zeigt, wie deutlich sich die Prozesse in Tumoren von
jenen im Normalgewebe unterscheiden. Insbesondere der Einfluss des zu diesem Zeitpunkt
hochregulierten Met-Locus in den undifferenzierten Tumoren kann als sehr dominant ein-
gestuft werden. Als Schliisselprotein bei der Steuerung von DNA-Reparaturmechanismen
und Regulator des Met Gens wire ein Zusammenhang des p53 mit der Amplifikation des
Met-Locus durchaus denkbar. Ob das mutierte Protein urspriinglich zu einer erh6hten Am-

plifikationsrate des Met-Locus fithrt, miisste noch validiert werden.

Funktionsanalyse Erwartungsgeméaft konnten in der differenzierungsspezifischen Gen-
liste verstarkt translatorische Funktionsklassen beobachtet werden. Es konnten vermehrt
in der Translation involvierte Gene, ribosomenkonstituierenden Gene der Klassen Structu-
ral constituent of ribosome und Ribosomal biogenesis and assembly sowie Gene der GO-
Klassen Macromolecule biosynthetic process und Cellular macromolecule metabolic process
beobachtet werden. Diese Ergebnisse reflektieren das vermehrte Zellwachstum in den undif-
ferenzierten Tumoren und die damit verbundene, verstirkte RNA- und Protein Synthese.

Diese Analyse identifizierte zwar keine potentiellen onkogenen Einzelkandidaten, konnte
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jedoch zur Strukturierung der Resultate und zum Verstdndnis der involvierten Prozesse
beitragen.

Beim Vergleich der Tumore mit den Wildtypen wurden mehr als 30 Funktionsklassen
identifiziert, die von der Transkription, iiber Morphogenese und Zelladhésion bis zu Immu-
nantworten sehr verschieden waren. Diese Bandbreite an Funktionsklassen kann vermutlich
auf die aufserordentlich groffe Anzahl an regulierten Genen zuriickgefiithrt werden. Bei ei-
ner Regulation von rund 57% aller erfassten Gene auf einem Whole Genome Chip steigt
bereits aus statistischer Sicht die Wahrscheinlichkeit stark an, eine der Funktionsklassen
zuféllig zu identifizieren. Die Funktionsbandbreite hebt das Ausmafs der Abnormitéat der in
Brusttumoren ablaufenden Prozesse, im Vergleich zu den Normalgeweben, noch deutlicher

hervor.

Copy-Number-Variationen Die Analyse von genomischen Aberrationen in den Brust-
tumoren sollte die Expressionsanalytik ergédnzen. Die bereits auf Expressionsebene beob-
achtete Regulation des Met-Locus konnte hierbei sehr gut auf Genomebene nachvollzogen
werden. Die Resultate der durchgefiihrten Korrelationen bestétigten einen direkten Zusam-

menhang zwischen Aberrationen und Expressionsniveau.

Aberrationen sind in Brusttumoren weit verbreitet. Haufigere Amplifikationen wurden
bei den Genen Fgfrl, Fgfr2, Erbb2 oder Myc beobachtet. Brcal ist nicht selten deletiert
[175]. Bei den Tumoren des in dieser Arbeit verwendeten Mausmodells handelte es sich
zumeist um tetraploide Zellen [69]. Der genomische Hintergrund der Samples befand sich
damit bereits nicht mehr im Normalzustand.

Die Aberrationen in den einzelnen Tumoren waren sehr heterogen und liefsen keine ein-
heitlichen Profile erkennen. Zumeist lagen Gains oder Losses ganzer Chromosomen vor.
Aberrationen einzelner Loci traten seltener auf. Sollten die Aberrationen die Entwicklung
der Tumore widerspiegeln, so erweckten die Samples den Eindruck singulédrer Entitéaten, die
sehr unterschiedliche Wege der Entwicklung durchlaufen hatten. Da das Mausmodell einen
Verlust des Wildtyp-ph3 simuliert, das eine entscheidende Rolle fiir die Genomstabilitat
besitzt, ist die auflerordentlich hohe Anzahl an Aberrationen nicht verwunderlich. Deswei-
teren miisste der einfache oder sogar zweifache Loss bzw. Gain von Chromosomen bei den
tetraploiden Zellen nicht zwangslaufig Konsequenzen haben. Homo- und Heterozygotien,
die im Falle eines zweifachen oder dreifachen Verlustes zum Tragen kommen kénnten, wa-

ren anhand der array-CGH Technik nicht zu bestimmen. Ein grofferer Einfluss wére daher
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erst bei totalem Verlust einer Region oder massiven Amplifikationen nachvollziehbar.

Vor diesem Hintergrund wurden zwei Beobachtungen als die wichtigsten Resultate die-
ser Analyse identifiziert. Erstens wiesen die spontanen Mammakarzinome auffallig wenige
Aberrationen im Vergleich zum Gesamtkollektiv auf. Die spontanen Brusttumore haben
sich vor der Laktation ohne Einfluss des SV40 T-Antigen und mutP53 oder sogar in Wild-
typmaéausen entwickelt. Die deutlich geringere Anzahl an genomischen Aberrationen machte
deutlich, dafs die Aberrationsdichte in den induzierten Tumoren auf die Induzierung iiber
den WAP-Promotor zuriickgefithrt werden mussten. Da die mutP53 exprimierenden Tu-
more keine spezifischen Aberrationen aufwiesen, konnte davon ausgegangen werden, daf
die massiven Aberrationen allein durch den Verlust des funktionellen Wildtyp-p53 und den
Reiz durch das SV40 T-Antigen verursacht wurden.

Zweitens konnte eine Amplifikation des Met-Locus in 6qA2 beobachtet werden. Die
Met-Amplifikation korrelierte sehr gut mit den undifferenzierten, héhergradigen Tumoren.
Der Anteil der Beobachtungen einer Amplifikation des Met-Locus in undifferenzierten Tu-
moren (23 von 25) war signifikant grofer als in den differenzierten Tumoren (8 von 27).
Ein Exakter Fisher-Test ergab einen P-Wert von 3,9%10°. Abbildung zeigt, dafs neben
einer Amplifikation des Met Gens haufig auch eine Amplifikation der benachbarten Gene,
Tes, Cav2, Cavl, Capza2, St7 und Wnt, zu beobachten war. Die Amplikongrenzen konnten
sich von Tumor zu Tumor deutlich unterscheiden.

Amplifikationen des Locus im Zusammenhang mit der Agressivitdt von Darmkrebs, Le-
bermetastasen, Magenkrebs aber auch Brusttumoren wurden bereits mehrfach beschrieben
[187, 60}, [155] 146]. Es konnte also vermutet werden, daft die Amplifikation dieser Region
mafigeblichen Anteil an der Entwicklung zu hoéhergradigeren Tumoren hatte. Es bliebe
allerdings zu kléren, ob es sich hierbei um die Ursache oder lediglich eine Folge der Ent-

wicklungsstufe handelt.

Korrelation Korrelationen von genomischen Daten und Genexpressionen wurden bisher
in verschiedensten Formen durchgefithrt und beschrieben. So wurden bereits Clustering-
Verfahren [186], Pearson und Spearman Korrelationen [I73] oder Wilcoxon Hypothesen-

tests [41] in Brusttumoren, gewichtete Mittelwertdifferenzen [10] in Pankreaskarzinomen
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oder Regressionsverfahren [157] eingesetzt. Gemein ist diesen Verfahren, dafs bisher die Kor-
relation einzelner Gene betrachtet wurde. Eine Darstellung der genomweiten Zusammen-
hange wurde bisher nicht addquat beschrieben. Wahrend einfache Strategien, wie Pearson,
den Vorteil einer kurzen Kalkulationszeit bieten, wird in dem hier verwendeten Verfah-
ren eine erhohte Aussagekraft zur Signifikanz erzielt. Die Permutationen eriibrigen damit
nicht nur weitere Korrekturverfahren sondern integrieren auch, gleichzeitg mit der P-Wert-
Berechnung, eine Bestimmung potentieller Korrelationen mit dicht benachbarten, genomi-

schen Loci.

Zusammenfassend konnte eine sehr gute Korrelation der genomischen Resultate mit den
gemessenen Expressionswerten beobachtet werden. Insbesondere die Gene des stark am-
plifizierten Met-Locus wiesen eine sehr gute Korrelation mit den hohen Expressionswerten
auf. Trotz der modellbedingten, genetischen Heterogenitiat wiesen sowohl mono- als auch
bitransgene Tumore mit dem Met-Locus eine modelliibergreifende genomische Aberration
auf, anhand derer differenzierte und undifferenzierte Tumore klar unterschieden werden
konnten. Die Amplifikation wurde von einer signifikant erhéhten Genexpression begleitet,
siehe Abbildung[3.22] Dies legte den Schluf nahe, daf der Entwicklung von hohergradigen
Tumoren (G3 & G4) gemeinsame Mechanismen zugrunde lagen. Diese mussten in direktem

Zusammenhang mit den Aberrationen in 6qA2 stehen.

Mit Met, St7, Capza2 und den Caveolinen als Topkandidaten zur Unterscheidung zwi-
schen differenzierten und undifferenzierten Tumoren kam diesen Resultaten eine besondere
Bedeutung zu. Obwohl Met-Amplifikationen in humanen Brusttumoren selten zu beobach-
ten sind [I55], wurden Met-Uberexpression bereits seit lingerem mit der Tumorprogression
sowie hoherer Invasivitat und Metastasierung in humanen Tumoren, einschliefslich Brusttu-
moren, in Verbindung gebracht [24, 23]. Trotz unterschiedlicher molekularer Mechanismen
im hier verwendeten Mausmodell und in der humanen Karzinogenese, konnte demnach ein
dhnlicher Phéinotyp, eine Met-Uberexpression beobachtet werden, die mit der Progression
von Mammakarzinomen assoziiert ist. Ebenfalls auffallig war dabei die Beobachtung eines
Tumors (Sample 11155-7), der bei mangelnder Met-Amplifikation dennoch eine deutliche
Met-Uberexpression aufwies. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, daf eine Aktivierung von
Met als Onkogen nicht zwangslaufig durch eine Locus-Amplifikation erfolgt. Die Beobach-

tung kénnte aber auch darauf hinweisen, dafs ein méglicher Mechanismus fiir chromosomale
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Amplifikationen auf DNA-Fragilitiat beruht, die durch verstiarkte Transkription induziert
wird [49].

Zusatzlich zu Met konnte in undifferenzierten Tumoren eine Co-Amplifikation eini-
ger benachbarter Gene, wie St7, Tes oder Capza2, beobachtet werden, die eine dhnlich
gute Korrelation und somit ein vergleichbares Expressionsprofil aufwiesen. Wéahrend die
biologische Funktion dieser Gene nach wie vor nicht endgiiltig geklart ist, konnte die Co-
Expression mit Met auf eine Beteiligung an der Tumorprogression hindeuten. Interessan-
terweise schien eine Co-Amplifikation nicht immer mit einer erhéhten Expression einher-
zugehen. So konnte z.B. fiir Wnt2 keine signifikante Korrelation (P-Wert = 0,23) nachge-
wiesen werden. In SV40 transformierten Zellen wird der Wnt-Pathway konstitutiv durch
das kleine SV40 T-Antigen aktiviert [168]. Es ist daher anzunehmen, daf die konstitutive
down-stream-Aktivierung zu einer transkriptionellen Herunterregulation von Wnt2 fiihren
kann. Die Ergebnisse zeigten somit auch hier, daft die Integration von genomischen Daten
und Genexpressionen eine vielversprechende Moglichkeit bietet, um die groften Listen von

regulierten Genen auf eine kleinere Anzahl, mit grofferer Aussagekraft, zu reduzieren.

Bei den meisten Tumoren dieser Modelle liegt eine Tetraploidie vor [69]. Es stellte sich
also die Frage, inwiefern sich der einfache oder mehrfache Verlust bzw. Gewinn von Chro-
mosomen sich auf transkriptorischer Ebene bemerkbar machten. Die genomweite Korrela-
tion von Genexpressionen und genomischen Signalen sollte daher zeigen, ob selbst leichte
Anderungen in der Kopienzahl sich auf die gesamte betroffene Region oder lediglich auf
einzelne Gene auswirken. Bei den vorliegenden Brusttumorsamples manifestierte sich eine
extrem grofie, genomweite Ubereinstimmung zwischen den beiden Ebenen, siche Abbildung
. Sowohl starke als auch schwache Anderungen in der Kopienzahl wurden auf Expres-
sionsebene sichtbar, siehe auch Sample 10726-5 Chr6, Chr8 und Chr19. Hierbei schien es
keine Rolle zu spielen, ob ganze Chromosomen betroffen waren oder lediglich kleinere Re-
gionen. Mehrere graduelle Amplifikationsstufen innerhalb eines Chromosomens (Sample
12192-2 Chr11) konnten genauso hervorgehoben werden, wie die Verhéltnisse zwischen den
verschiedenen Chromosomen, siche auch Sample 12525-1. Dieser Effekt war bei allen be-
trachteten Samples gut erkennbar, unabhéngig vom Differenzierungsgrad und davon, ob es
sich um induzierte oder spontane Tumore handelte. Er spricht fiir eine hohe Sensitivitét

des Transkriptionsniveaus gegeniiber DNA Kopiendanderungen.
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Die genomweite Korrelationsstrategie erwies sich damit bei den Brusttumoren als sehr
vielversprechende Ergidnzung zur Expressionsanalytik. Wenn auch, wie bei Wnt2 beob-
achtet, die Mikrosteuerung der Expression hiermit nicht erfasst werden kann, so konnte
doch deutlicher als bisher beschrieben gezeigt werden, daf Anderungen in der genomischen
Kopienzahl sich nicht nur auf einzelne, sondern auf einen Grofteil der betroffenen Gene
auswirken konnen. Wie unter anderem die graduellen Anderungen bei Sample 12192-2 in
Chromosom 11 vermuten liefen, scheint das Expressionssignal hierbei proportional zur
Aberration in der Kopienzahl zu variieren. Die Tumore wiesen trotz der unterschiedlichen
Aberrationsprofile innerhalb der Gruppen von differenzierten und undifferenzierten Tu-
moren teilweise homogene Expressionssignaturen auf. Es findet demnach eine zusétzliche
Regulationssteuerung auf Expressionsebene statt, die mit der hier beschrieben Methode

nicht erfasst werden kann.

Nachteilig wirkt sich bei der hier angewandten Methode die fiir die Referenzberechnung
notwendige Anzahl der Samples aus. Frithere Versuche der gleichen Strategie scheiterten
bei 30 Samples daran, ein représentatives Normalniveau fiir die Signale der einzelnen Gene
zu bestimmen. Die wachsende Anzahl an publizierten und frei verfiigharen Datenséitzen
in Datenbanken, wie GEO oder ArrayExpress, diirfte diese Hiirde zukiinftig senken, wie
es in dieser Arbeit am Neuroblastomdatensatz gezeigt werden konnte. Von grofser Bedeu-
tung andererseits war, daf die Visualisierung von genomischen Aberrationen unabhéngig
von CGH-Arrays oder SNP-Daten wurde. Eine Vorhersage etlicher Amplifikationen und
Deletionen konnte somit bei guter Referenzgruppe bereits anhand der Expressionsdaten

moglich werden.
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4.2 Neuroblastome

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Metastasierungsverhalten von drei Neuroblastom-
zelllinien untersucht. Hierzu wurden die Zellen subkutan zwischen die Schulterblitter von
BALB/c SCID Méusen tansplantiert. Die sich daraufhin entwickelnden Tumore unterschie-
den sich stark hinsichtlich ihres Metastasierungsverhaltens. Die Auswahl der Zelllinien soll-
te dadurch eine Untersuchung von Determinanten der Metastasierung erleichtern.

Méuse des in dieser Arbeit verwendeten SCID Mausmodells, formal severe combined im-
munodeficiency [27, 28], weisen Mutationen in Chromosom 16 auf, die eine Differenzierung
von Stammzellen zu Lymphozyten verhindern. Die M&use besitzen dadurch eine mangelnde
Immunreaktion und das Immunsystem wird bei der Transfektion der Neuroblastomzellen
umgangen.

Die IMR-32 Neuroblastomzelllinie wurde von Tumilowicz et al. etabliert [163]. Es han-
delt sich um eine hyperploide humane Zelllinie, die zwei morphologisch unterschiedliche
Zelltypen, gleichen klonalen Ursprungs, umfasst. Beide Zelltypen entstammen demselben
Zellenstamm und liefen sich von Tumilowicz et al. nicht in zwei separate Zelllinien splitten.
Die aus IMR-32 Zellen entstandenen Tumore entwickelten grofse mehrzellige Metastasen.
Die Metastasen waren primér in der Pulmonararterie und im periarteriellen Raum der Lun-
ge lokalisiert. LAN-1 Zellen, von Seeger et al. etabliert [143], wiesen etliche kleinere Mikro-
metastasen auf, welche die ganze Lunge diffus infiltrierten. Die LS Neuroblastomzelllinie
wurde von Rudolph et al. etabliert [136]. LS Neuroblastome wiesen keine nachweisbaren
Metastasen auf. Die Ergebnisse der Expressionsarrays konnten gut mit den bestimmten
Kopienanderungen in Einklang gebracht werden. Weiterhin konnten einige neue Faktoren
ermittelt werden, die potentiell eine grofe Rolle im Metastasierungsablauf spielen. Zuletzt
konnte gezeigt werden, daft nach der Transfektion in der IMR-32 Zelllinie eine Verschiebung

des Gleichgewichts zwischen den zwei konstituierenden Subpopulationen stattfindet.

Expressionsdaten Im Zuge der Expressionsanalytik wurden Gene identifiziert, die im
Vergleich der drei Zelllinien jeweils spezifisch signifikant reguliert waren. Es werden im

Folgenden auszugsweise die am stirksten regulierten Gene dieser Listen behandelt.

IMR-32 Bei den mit IMR-32 Zellen infizierten M&usen konnten besonders hohe Ex-
pressionen des sperm protein associated with the nucleus, X-linked, family member Al
(SPANXA1, SLR=9,6), CD44 Antigens (CD44, SLR=8,8) und des Dickkopf homolog 1
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(DKK1, SLR=7,8) beobachtet werden. Die Gene myosin, heavy chain 10 (MYH10, SLR—-
6,1), protein kinase inhibitor beta (PKIB, SLR=-6,1) und SLAIN motif family, member 1
(SLAIN1, SLR=-6,6) hingegen waren hier besonders niedrig exprimiert.

Tatséichlich wurde ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von SPANXA1 und
der Wirkung als potentielles Onkogen in nichtlymphatischen metastatischen Melanomen
[180] bzw. embrionalen Karzinomen [I38] beschrieben. Die Expression von CD/4 in IMR-
32 Zellen und fehlende Expression in LAN-1 Zellen wurde bereits beschrieben [169] sowie
eine Korrelation mit Metastasierung postuliert [169, O1], 80]. Die beobachtete Uberexpres-
sion in einer der beiden metastasierenden Zelllinien steht somit gut in Einklang mit der
bereits publizierten Literatur. Auf CD44 und DKKI1, fir das Einfliisse auf Prostatakarzi-
nokme, gastrointestinale Tumorgenese, Myelome und die Bildung von Knochenmetastasen
beschrieben wurden, wird spéater, auf Seite und [£.2] noch néher eingegangen.

Die Herunterregulation von MYH10 wird in Zusammenhang mit einer Relokalisation
von APP beschrieben [103], einem Schliisselprotein bei Morbus Alzheimer. PKIB inhi-
biert die cAMP-dependent protein kinase [170]. Eine Herunterregulation von PKIB hitte
demnach eine hohere Aktivitat der cAMP-dependent protein kinase zur Folge. Fiir die la-
Untereinheit dieser Kinase sind putative Funktionen als Tumorsupressorgen [29, [139] und
ein Einfluss auf Zellmetabolismus und Proliferation, z.B. in Melanomen [132] 133, [100], be-
schrieben. Ein Ungleichgewicht in der Expression der 1a und 23-Untereinheiten zugunsten
der 1a-Einheit soll die Proliferation von ausdifferenzierten adrenocorticalen Zellen férdern
[101]. Bei den IMR-32 Samples konnte ein 26faches Expressionsverhéltnis der beiden Un-
tereinheiten (SLR=4,7) zugunsten der la-Einheit beobachtet werden, wiahrend bei den
LAN-1 und LS Samples der Quotient lediglich bei 3,4fach bzw. 4 5fach (SLR=1,8 bzw.
SLR=2,2) lag. SLAIN1I ist ein primér wéhrend der Differenzierungsphase von embryoni-
schen Stammzellen exprimiertes Gen [70], das erst im Jahre 2006 charakterisiert wurde.
Bisher ist ausschliefslich die Erstbeschreibung bei PubMed erfasst.

LAN-1 Besonders hoch exprimiert waren bei den LAN-1 infizierten Mausen das achaete-
scute complex homolog 1 (ASCLI1, SLR=8,2), regulator of G-protein signaling 5 (RGS5,
SLR=7,4) und v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived (MY-
CN, SLR=6,9). Vergleichsweise niedrig exprimiert waren hingegen unter anderem das pri-
on protein (PRNP, SLR=-8,6), annexin A1 (ANXA1, SLR=-8,2) und caveolin 1 (CAVI,
SLR=-94).
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ASCL1 ist ein Mitglied der basic heliz-loop-heliz Familie der Transkriptionsfaktoren.
Es ist an der neuronalen Differenzierung beteiligt und wurde bei Uberexpression mit der
Tumorgenese von endokrinem Pankreas, gastroinstestinalen neuroendokrinen Karzinomen
und der Differenzierung von Prostatakarzinomen in Verbindung gebracht [79] 130}, [149].
Das Expressionsniveau von ASCL1 wurde weiterhin als diagnostischer Marker zur Unter-
scheidung von hochgradigen Esthesioneuroblastomen von Tumoren mit niedrigem Diffe-
renzierungsgrad vorgeschlagen [107]. Erst im Mérz 2008 wurde eine mogliche Repression
von DKK1 durch ASCL1 publiziert [122]. Moglicherweise spielt in den verwendeten LAN-1
Zellen das Molekiil eine vergleichbare Rolle. RGS5 wiederum ist ein Signaltransduktions-
molekiil, das als GTPase-Aktivator fiir G-Proteine wirkt. Einfliisse einer hoheren Expres-
sion in Pericyten auf die Remodellierung und Entwicklung von Blutgeféfen [211, [I] wurden
ebenso beschrieben, wie Zusammenhénge mit einer Anfélligkeit fiir Schizophrenie [112], [35].
RGS5 konnte bei den Neuroblastomen an der Tumorangiogenese beteiligt sein. Bei MYCN
handelt es sich um ein Gen, das ein nuklear lokalisiertes Protein kodiert. Amplifikationen
dieses Gens werden mit einer Reihe von Tumoren in Verbindung gebracht, allen voran
Neuroblastomen. Es wird spéter, auf Seite [4.2] noch néher auf MYCN eingegangen.

PRNP wird als pathogen primér mit Creutzfeldt-Jakob, Huntington und Gerstmann-
Straussler Erkrankungen in Verbindung gebracht [134] [47] 37, [1T0]. ANXA 1 kodiert fiir ein
Ca(2+)-abhéngiges, Phospholipide bindendes Protein mit phospholipase A2 inhibierender
Funktion. Antiinflammatorische Wirkungen wurden ebenso beschrieben, wie hemmende
Wirkungen auf Proliferation und Cytokinproduktion [83 141, [61]. Niedrige Expressionen
des Genes wurden auferdem bereits im Zusammenhang mit der Entwicklung von etlichen
Tumoren wie Brustkrebs, Prostatakrebs und Blasenkrebs gebracht [148], [92) [183]. Eine
Herunterregulation des Gens soll mit einer Metastasensupression in Brustkrebs einherge-
hen [45]. Die GenMapp Analyse, siehe Abbildung [3.14] zeigte eine herabgesetzte Reaktion
der LAN-1 Neuroblastome auf oxidativen Stress. Dieser steht in direktem Zusammenhang
mit dem Ca(2+) Haushalt der Zellen und konnte somit eine entscheidende Rolle bei der
Expression von ANXA1 gespielt haben.

CAV1 gilt als Tumorsupressorgen mit einem negativen Regulationseffekt auf den MAPK-
Signaltransduktionsweg. [63],[59] und endotheliale Zellproliferation [56]. Herunterregulation
dieses Genes fithren potentiell zur Metastasierung in Lungenadenokarzinomen und Magen-
krebs [99, [71], 150]. Eine CAVI Expression soll Zell-Zell-Adhésionen in Eierstockkarzino-

men fordern [I08]. Weiterhin wird das Gen mit Brusttumoren und Darmkrebs assoziiert
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[123],139] Nicht zuletzt wird ihm eine modulierende Rolle bei neuronalen Ca(2+) Kanalakti-
vitéaten zugeschrieben [31) [160]. In dieser Funktion wére eine Assoziation mit der niedrigen
Expression von ANXA1 denkbar.

LS In den LS induzierten Tumoren konnten besonders hohe Expressionen der Gene ade-
nomatosis polyposis coli down-requlated 1 (APCDD1, SLR=8,3), EGF-like repeats and dis-
cotdin I-like domains 3 (EDIL3, SLR=8,7) und fatty acid binding protein 7 (FABP7Y,
SLR=8,9) beobachtet werden. Die Gene dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 (DDAH1,
SLR=-6,0), Fas apoptotic inhibitory molecule (FAIM, SLR—=-6,1) und glycerol-3-phosphate
dehydrogenase 2 (GPD2, SLR=-5,5) wiesen ein vergleichsweise sehr niedriges Expressions-
niveau auf.

APCDD1 ist ein vom Beta-Catenin/Tcf-Komplex reguliertes Gen, das in hoherer Ex-
pression bereits in Darmkrebs beobachtet wurde [I59]. In Wilms-Tumoren wurden Hoch-
regulationen dieses Genes beschrieben [189], die potentiell zur vermehrten Proliferationsfé-
higkeit fiihren. EDIL3 ist ein Integrin-Ligand mit Angiogenese vermittelnder Wirkung und
Einfluss auf endotheliales Zellverhalten. Es fiihrt potentiell zur Bildung und dem Wachs-
tum solider Tumore iiber eine erhohte Vaskularisation, erhohte Zelladhésion und reduzierte
Apoptose [16], [131], 119]. Weiterhin soll es potentiell die Migrationsfdhigkeit der Zellen er-
hohen [I6]. Diese Eigenschaften kénnten EDIL3 zu einem wichtigen Kandidaten bei der
Entwicklung der metastasenfreien LS Tumore qualifizieren. Wahrend reduzierte Apoptose
und erhohte Migrationsfahigkeit die Tumorprogression férdern, wiirde eine erhéhte Zellad-
hésion die Metastasenbildung reduzieren.

FABP7 kodiert fiir ein zytoplasmisches Protein, das an Aufnahme, Transport und Me-
tabolismus von langkettigen Fettsauren beteiligt ist. Interessanterweise wurden hohere Fx-
pressionen im Zusammenhang mit erh6hter Tumorzellmotilitat, Migration und schlechteren
Prognosen bei Glioblastomen [97, 06, 82, [109], sowie beim Down-Syndrom [156] beobach-
tet. Hier konnten somit einerseits erhchte Expressionen bei Genen beobachtet werden,
die die Zellmigration erhéhen und im Zusammenhang mit schlechteren Prognosen stehen.
Anderseits konnten Hochregulationen beobachtet werden, fiir die zelladhésionsférdernde
Charakteristika beschrieben wurden. Tatséchlich wurden in Tumoren von LS Zellen keine
Metastasenbildungen beobachtet.

DDAHI ist an der Regulation des Stickstoffmonoxidhaushaltes der Zelle beteiligt [93,
84] und somit an der postnatalen Angiogenese und Arteriogenese [78]. Hohere Konzentra-

tionen des Proteins wurden, unter anderem, in Prostatakrebs nachgewiesen [165]. Stickstoff-

123



KAPITEL 4. DISKUSSION

monoxid hat potentiell einen negativen Regulationseffekt auf MYCN und hemmt somit die
Proliferation [44]. Eine negative Regulation von DDAH1 hétte demzufolge eine proliferative
Wirkung zur Folge. FAIM weist eine apoptoseinhibitorische Wirkung auf. Insbesondere die
Expression der long-Isoform resultiert im Schutz der Neuronen vor zytotoxischen Angriffen
[145]. GPD2 ist an der dufseren Oberfldche der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert
und katalysiert die Umwandlung von Glycerol-3-Phosphate zu Dihydrozyaceton-Phosphate
und fiihrt somit indirekt zu einer Reoxidation von, wahrend der Glykolyse produziertem,
NADH. Hohere Expressionen des Gens werden im Zusammenhang mit der Tumorgenese
von Prostatakrebs erwihnt [42] 43]. Letztendlich miissen hier alle drei Félle vermutlich
als erhohte Expression in IMR-32 und LAN-1 Zellen aufgefasst werden, wihrend die Gene
in LS Zellen nicht exprimiert werden. Die beiden letztgenannten Gene wiirden demnach
das Tumorwachstum in IMR-32 und LAN-1 Zellen férdern und gleichzeitig die Zellen vor

Apoptosemechanismen und Cytokinen schiitzen.

Funktionsanalyse Anhand der mit EXPANDER[|ermittelten Anreicherungen spezieller
Funktionen konnte eine aufschlussreiche Klassifikation der regulierten Gene durchgefiihrt
werden. Um die vorliegenden Ergebnisse zu erkldren, muss man sich nochmals vor Au-
gen fithren, dak den verwendeten Genregulationen keine Normalgewebereferenz zu Grunde
liegt. Es handelt sich um Vergleiche dreier Neuroblastomlinien, die alle von verstarktem
Tumorwachstum betroffen sind. Bei gleichem Tumorwachstum in den drei Zelllinien kénn-
ten daher keine speziellen Funktionsanreicherungen entdeckt werden. Bei den ermittelten
Funktionsklassen handelt es sich daher um Gruppen, die in den Zelllinien IMR-32, LAN-1
und LS trotz des grundlegenden cancerogenen Phénotyps unterschiedlich stark ausgeprégt
sind. Sie sollten damit die unterschiedlichen Phéanotypen beschreiben.

Wihrend in Tumoren von mit LAN-1 Zellen infizierten Méusen lediglich Funktions-
gruppen identifiziert wurden, die auf erhéhten RNA-Metabolismus hindeuteten, konn-
ten in IMR-32 induzierten Neuroblastomen zuséatzlich eine Reihe von Zellstruktur und
-organisation definierenden Klassen ermittelt werden. Dies war insofern von Relevanz, als
LAN-1 Zellen kleine Mikrometastasen ausbilden, wihrend IMR-32 Neuroblastome grofiere
multizellulare Metastasen entwickelten. Eine verstarkte Organisation von Zellverbénden,
wie sie beispielsweise die GO-Klassen multicellular organismal development oder anatomi-
cal structure development beschreiben, kénnte hier in direktem Zusammenhang mit den

zellverbandahnlichen Metastasen stehen.

Thttp://acgt.cs.tau.ac.il/
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Obwohl auch in LS Neuroblastomen Tumorwachstum stattfindet und somit eine ver-
starkte Transkription zu erwarten ist, konnten hier keine speziellen Funktionsanreiche-
rungen identifiziert werden. Eine mogliche Erklarung fiir die verstiarkte Auspragung von
transkriptionsverwandten Prozessen in IMR-32 und LAN-1 Neuroblastomen kénnte daher
die dort stattfindende Metastasierung sein. Beschrieben durch GO-Klassen wie transcrip-
tion, transcription factor activity oder RNA metabolic process, konnte die Ausbildung von
Metastasen einen erh6hten RNA-Metabolismus im Vergleich zum ausschlieftlichen Tumor-
wachstum in LS Neuroblastomen erforden.

Dem in IMR-32 identifizierten secretory pathway (GO:0045045) gehoren Gene an, die
in der Exozytose (z.B. CAPS1, ANK1, Secernin 1, CCR3), dem Transport zwischen En-
doplasmatischem Retikulum und Golgiapparat (z.B. SCAMP3, AP3B1, STX16) oder im
Golgivesikel vermitteltem Transport (z.B. Beta-COP, SNAP-alpha) beteiligt sind. Eine Re-
gulation von Genen dieser Klasse konnte eine hohere Susceptibilitidt der Zellen gegeniiber
Chemokinen zur Folge haben. Sie konnte allerdings auch erhohte Sekretionsaktivitéiten
darstellen, die, wie spéter eingehender behandelt, eine Sezernierung von DKK1 foérdern

konnten.

Genotypisierung Zur Ergidnzung der Expressionsanalytik wurden genomische Aberra-
tionen in den Neuroblastomen mit SNP-Arrays bestimmt. Diese erlaubten gleichzeitig eine
Genotypisierung der Samples.

Die verwendeten Zelllinien sind seit vielen Jahren etablierte Linien. Die Genotypisie-
rung zeigte deutliche genetische Unterschiede zwischen den drei Zelllinien. Die Anzahl der
Variationen, die zwischen 31% und 34% lagen, erschwerten die Identifizierung von spezifisch
auslosenden oder tumorférdernden Faktoren. Die IMR-32 Zelllinie stammt aus dem Jahre
1970 von einem 13 Monate alten, kaukasischen Jungen [163]. Der ethnische Hintergrund
der Spender der andern beiden Zelllinien kann der Literatur nicht entnommen werden.
Die LS-Zellen wurden in Deutschland gespendet [136], die LAN-1 Zellen in den Vereini-
geten Staaten [143]. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich also um Européer oder
Afroamerikaner. Die hohe genetische Variabilitdt wird daher dem ethnischen Hintergrund

zuzuschreiben sein.

Aberrationen Chromosomale Aberrationen sind in Neuroblastomen weit verbreitet [30]
und werden oft als Indikatoren fiir Metastasierungsverhalten angesehen [17]. Gains werden
dabei meist mit moderatem Krankheitsbild und spontanem Riickgang der Erkrankung in

Verbindung gebracht, wahrend Losses haufig als Zeichen eines metastasierenden Verhaltens
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gedeutet werden [105], T11]. Andererseits werden einige Gains wie von MYCN in 2p24,
z.B. in LAN-1, in direkte Korrelation mit Metastasierungen gesetzt [17]. Deletionen oder
Losses in Chromosom 1p, 11q, und 16q sowie Gains in 1p, 1q, 8q, Chromosom 12 und
17q wurden fiir IMR-32 bereits beschrieben [30, 111]. Weiterhin sind Amplifikationen des
MYCN Onkogens in 2p24 und Losses in 14q in Neuroblastomen wie LAN-1 bekannt.
Gains in 1q, Chromosom 4 und 12p sowie Losses in 3p und Chromosom 15 wurden fiir LS
beschrieben [36].

Die Aberrationen der IMR-32 Zelllinie wiesen gute Ubereinstimmung mit der Litera-
tur auf. Die beschriebenen Verluste in 1p, 11q14-q22, 16q23-q24 sowie die Gains in 1¢25,
1g32-q44, 17q und Chromosom 12 konnten auch hier beobachtet werden. Das beobachtete
Profil konnte in einer biologisch unabhéngigen Probe bestétigt werden. Da die Zellen fiir
die Validation einige Monate spéter neu kultiviert wurden, konnte von einem stabilen Ab-
errationsprofil ausgegangen werden. Diese Aberrationen wurden in den IMR-32 induzierten
Tumoren hingegen nicht beobachtet. Eine Ubereinstimmung mit der Literatur lag bei den
Tumoren nur fiir den Gain in 16q vor. Eine Deutung dieser Resultate folgt auf Seite [128]

Fiir LS ist die Deletion in 3p bereits beschrieben. Eine Beschreibung der Deletionen in
9p24-22 und 13q in der Literatur lag nicht vor. Eine deutliche Amplifikation des MYCN
in 2p24 konnte auch im Rahmen dieser Arbeit bei LAN-1 Zellen beobachtet werden, nicht
jedoch in IMR-32 oder LS induzierten Tumoren. Weiterhin zeigte sich eine Deletion des
TP53 Genes in LAN-1. Zwar ist in der Literatur eine Inaktivierung des ph3-Pathways in

Neuroblastomen [I4], 86] beschrieben, eine Deletion des Locus jedoch nicht.

Insgesamt konnte eine deutliche Heterogenitéat im Vergleich der Zelllinien untereinander
einerseits, und im Vergleich mit der Literatur andererseits beobachtet werden. LS und
LAN-1 Samples wiesen im Gegensatz zu IMR-32 meist Gains oder Losses von groferen
Regionen, oft sogar ganzen Chromosomenarmen, auf. Auffillig in diesem Sinne war auch
der Loss von 9p21 in IMR-32 Neuroblastomen inmitten eines flankierenden Gains. Aus
diesen Beobachtungen konnte auf eine deutlich reduzierte genomische Stabilitiat in IMR-32
induzierten Neuroblastomen geschlossen werden. Desweiteren besteht hier der Verdacht,
daf nach der Transfektion der IMR-32 Zellen eine Verschiebung im Gleichgewicht der
Subpopulationen stattgefunden hat.

Innerhalb der einzelnen Zelllinien zeigte sich eine recht hohe Homogenitéat. Die in den
Zellen erfolgenden Ablaufe diirften sich innerhalb der Zelllinien also kaum unterscheiden.

Sie fiihren zum gleichen Phénotyp.
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Korrelation Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit eine gute Korrelation der ge-
nomischen Resultate mit den Genexpressionen aufgezeigt werden. Die am stérksten regu-
lierten Gene wiesen zusétzlich sehr gute Korrelationsfaktoren auf. Sofern keine Repression
durch Transkriptionsfaktoren stattfindet, kann vermutlich davon ausgegangen werden, daf
Gains und Amplifikationen im direktem Zusammenhang mit héheren Expressionen stehen.
Inwieweit eine Zelle auf den Verlust einer einzelnen Kopie reagiert ist noch nicht ganz klar.
Komplette Deletionen jedoch haben zwangslaufig einen Verlust der Funktion der betroffe-
nen Gene zur Folge.

Mittels der genomweiten Korrelationsstrategie konnte erstmalig deutlich gezeigt wer-
den, daft Verdnderungen in der genomischen Kopienzahl nicht nur punktuelle Einzeleffekte
haben. Die Verdnderungen scheinen sich direkt im grokem Mafsstab auf die Expression
aller betroffenen Gene auszuwirken. Insbesondere Amplifikationen von MYCN und DKK1
konnten auf Expressionsebene als extrem hohe Expression wahrgenommen werden. Bei
normaler Kopienzahl wiesen die Gene kaum eine Expression auf. Es kann von einer nor-
malen Kopienzahl somit nicht auf ein definiertes Expressionsniveau geschlossen werden.
Umgekehrt scheinen Riickschliisse von Aberrationen auf hohe oder niedrige Expressions-
werte moglich zu sein. Die Integration von genomischen Daten und Expressionsanalytik
kann daher als vielversprechende Methode zur weitergehenden Analyse und Interpretation

angesehen werden.

MAPK-TF-Arrays Drei Transkriptionsfaktoren, namentlich MEF2, ¢-MYC und p53,
wurden in allen drei Zelllinien als aktiviert erkannt. Lediglich in den LAN-1 Zellen konn-
te keine Aktivitdt des p53 Proteins erkannt werden. Dieses Ergebnis liefs sich mit der
zuvor identifizierten Deletion des Locus und der fehlenden Expression sehr gut in Ein-
klang bringen. Interessanterweise wurde bei der Analyse der p53 Signatur festgestellt, dafs
einige durch p53 aktivierte Gene wie SLC38A2, CCNG1 oder EEF1A1 in LAN-1 Tumo-
ren dennoch hohe Expressionswerte aufwiesen. Fiir diese Gene stellt p53 demnach keinen
begrenzenden Faktor fiir die Regulation dar. Bei der Aktivierung kann p53 substituiert
werden.

Als Transkriptionsfaktor ist c-MYC an einer Vielzahl von Zellprozessen beteiligt. Diese
Umfassen iiber eine Regulation von MAPK-Signaltransduktionsweg und Transkription das
Zellwachstum, Differenzierung oder auch Apoptose. Die gemessene Aktivitiat von c-Myc
bewegte sich in allen Neuroblastomen auf einem &ufserst niedrigen Niveau. Der Aktivitat

von ¢-Myc in den Neuroblastomen ist daher schwer einer speziellen Funktion zuzuordnen.
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Die myocyte enhancer factor-2 MEF2 Proteine umfassen eine Familie von Transkripti-
onsfaktoren, die Calcium-abhéngig die Zelldifferenzierung und den MAPK-Pathway kon-
trollieren sowie Stressreaktionen vermitteln [106]. Der MAPK-TF-Chip erfasst alle MEF2
Varianten. Eine Einschrinkung der Aktivitdt auf eine Variante war somit nicht moglich.
Andererseits sind die funktionellen Spezialisierungen der Familienmitglieder noch nicht be-
kannt. In LS konnte eine mehr als 3fach starkere MEF2 Aktivitdt gemessen werden. Da es
sich hierbei um die am wenigsten aggressive der drei Neuroblastomzelllinien handelt, schien
MEF?2 eine putativ wichtige Rolle bei der Differenzierung der Tumorzellen und Repression

von Metastasen zu spielen.

Die GenMapp-Analyse, siche Abbildungen[3.12Jund [3.13] schien im Vergleich zu LS Neu-
roblastomen auf verstérkte pro-proliferative und anti-apoptotische Reaktionen in IMR-32
Neuroblastomen und reduzierte Kontrollen der Proliferation, Differenzierung und Apoptose
in LAN-1 Neuroblastomen hinzudeuten. Insbesondere die niedrigen Expressionen der Cas-
pasen in LAN-1 Neuroblastomen liefen eine deutlich reduzierte Apoptose erahnen. Diese
Beobachtungen konnten potentiell im Zusammenhang mit der mangelnden p53 Aktivitit
in LAN-1 induzierten Neuroblastomen und der niedrigen Aktivitdt von MEF2 Faktoren in
IMR-32 und LAN-1 Neuroblastomen stehen.

Shift in Subpopulationen von IMR-32 Interessanterweise wiesen einige der beschrie-
benen Regionen in den Tumoren eine gegenldaufige Kopiendnderung auf. Die Verluste der
Banden 1q25, 5q11-q12, 9p21 und 17q21-q23 miissten demnach erst nach der Transfekti-
on und Tumorprogression aufgetreten sein. Ebenso diirften die Gains in 9q, 10q und 16q
im Verlauf der Tumorprogression aufgetreten sein. Sollte es sich bei der 1p36 Bande der
IMR-32 Zelllinie um einen Verlust samtlicher Kopien handeln, bliebe vorerst ungeklart,
wie ein spéterer Hinzugewinn dieser Region moglich war. Wie die Korrelationsergebnis-
se zeigten, wiesen die in den IMR-32 Neuroblastomen beobachteten aberranten Regionen
konforme Expressionsmuster der lokalisierten Gene auf. Die Expressionsdaten bestéitigten
die genomischen Daten eindeutig.

Es musste also davon ausgegangen werden, daf lediglich ein partieller Kopienverlust
vorlag oder die Zelllinie aus zwei Subpopulationen bestand. Der dufserst niedrige Signal-
wert der 1p36 Bande sprach deutlich fiir eine vollstandige Deletion und damit gegen die
erste Hypothese. Tatséchlich sind fiir die IMR-32 Zelllinie zwei morphologisch unterschied-
liche Subpopulationen beschrieben [163|. Die Zelllinie wird dabei in Zellkultur zu {iber
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90% von einer der Subpopulationen dominiert. Im vorliegenden Experiment konnten die
Subpopulationen in Zellkultur unterschiedliche Aberrationsmuster aufweisen. Bei der SNP
Analyse ware das Profil der dominanten, haufig beobachteten Zellpopulation, zu erken-
nen. Sollten die Wachstumsbedingungen nach der Transfektion zu einer Verlagerung des
Gleichgewichts zwischen den Subpopulationen fiihren, wiirde sich damit das beobachte-
te Aberrationsmuster éndern. Eine experimentelle Bestatigung dieser Hypothese wére von
Bedeutung. Die Dominanz einer zuvor mit unter 10% reprasentierten Subpopulation wiirde
die Komplexitit der Tumoriologie unterstreichen. Diese Resultate wiirden nicht nur den im-
mensen Einfluss der Umgebung auf die Tumorprogression hervorheben. Der Umstand, dafs
die Subpopulationen sich regenerativ aus der IMR-32 Zelllinie entwickelten [163], wiirde
auch die potentielle Anpassungsfahikeit von Tumorstammzellen an die jeweiligen Umwelt-
bedingungen widerspiegeln. Die Bestatigung der Aberrationen iiber eine Verkniipfung mit

den Expressionsprofilen erwies sich hier als sehr niitzlich.

Metastasierung Mestastasierungsvorgénge sind duferst komplexe und organisierte Pro-
zesse, die ein Zusammenspiel von vielen Faktoren erfordern. Sie erfolgen in mehreren ver-
zahnten Stufen, wihrend derer Tumorzellen den Priméartumor verlassen, in den Blutkreis-
lauf gelangen, an einen entfernten Ort im Korper gelangen, sich dort einnisten und erneut
wachsen. Die erste Stufe, die Invasion, setzt lockere Zell-Zell-Adhésionen und Motilitat
der malignen Zellen voraus. Wahrend der néchsten Stufe, der Intravasation, penetrieren
die Tumorzellen das Endothel der Blut- oder Lymphgefiafie. Um im Kreislaufsystem iiber-
haupt iiberleben zu kénnen, miissen sie eine erhohte Resistenz gegen Apoptose gewinnen.
Nach der Wanderung beginnt die letzte Stufe, die Einnistung und das Wachstum. Noch
nicht endgiiltig geklért ist, ob Metastasen sich passiv dort einnisten, wo ihnen eine giins-
tige Wachstumsumgebung geboten wird oder ob sie sich diese Mikrosphéare aktiv selber

erschaffen.

Invasion Wahrend IMR-32 Zellen grofte, mehrzellige Metastasen ausbilden, weist die
LAN-1 Zelllinie kleine Mikrometastasen auf. LS bleibt Metastasenfrei. Es musste also
geklart werden, welche Faktoren bei IMR-32 und LAN-1 im Vergleich zu LS zur Meta-
stasierung fithren konnten und wie der Metastasenphéanotyp beeinflusst wird. Die beiden
auffélligsten Unterschiede zwischen den IMR-32 und LAN-1 Zellen bestanden in der aus-
schliefflichen Expression von CD44 in IMR-32 Zellen und von MYCN in LAN-1 Zellen.

Die Wirkungsweise dieser beiden Faktoren soll daher naher beschrieben werden.
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CD44 ist eine Gruppe transmembraner Glycoproteine, die als Rezeptoren fiir Hyalu-
ronsdure dienen. In der Regel wird mit CD44 eine Standardform assoziert, die keine zu-
sitzlichen Exondoménen aufweist. CD44 fordert Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion sowie
Migration [175]. Seine zelladhesive Wirkung ist insbesondere wahrend der Mitose ausge-
pragt [120]. Das Glycoprotein spielt eine wichtige Rolle in der Invasion von Neuroblastomen
[17]. In etlichen malignen Tumoren wurde seine Expression mit Tumorwachstum und me-
tastatischem Verhalten assoziiert [175] 137, [117]. In Neuroblastomen hingegen soll CD44
mit einem nichtmetastatischen Phénotyp einhergehen [48|, [151]. Als wichtiger Bestandteil
des Bindegewebes konnte Hyaluronsdure die Adhédsion und Migration invadierender Tu-
morzellen unterstiitzen.

Die hier untersuchten und in SCID Mé&use injizierten humanen Neuroblastomzelllinien
IMR-32, LAN-1 und LS zeigten in immunhistochemischen Analysen [169] unterschiedliche
CD44 Expressionen. IMR-32 wies mit einem Anteil von iiber 50% an CD44-positiven Zellen
eine starke Immunreaktivitdt mit dem Antikérper auf. Sowohl LAN-1 als auch LS-Zellen
waren CD44-negativ. Insofern kann der in mitunter beschriebene Zusammenhang zwischen
CD44 und fehlender Metastasierung |17, 48, [I51] in Neuroblastomen nicht grundsétzlich
bestatigt werden. Unter Umstdnden héngt der metastatische Charakter von der CD44-
Isoform ab.

Auf Expressionsebene wurde im Vergleich der drei Zelllinien eine deutliche Spezifitét
von CD/4 fir IMR-32 festgestellt. Tatsédchlich wies das Gen bei IMR-32 ein 445fach ho-
heres Signal (SLR=8,8) im Vergleich zu LAN-1 und LS auf. Dabei handelte es sich nach
SPANXA1 (SLR=9,6) um die zweitstéarkste Hochregulation in dieser Gruppe gefolgt von
DKK1. Es konnte hier von einer fehlenden Expression des Genes in den letztgenannten
Linien ausgegangen werden. In den IMR-32 Zellen hingegen kénnte CD44 das metastati-
sche Verhalten, wie in Brustkrebs, Pankreas- und Darmkrebs [175] [13] einerseits und die

beobachtete erhohte Adhésion zwischen den metastatischen Zellen andererseits, beeinflusst

haben.

MYCN ist ein im Nukleus lokalisiertes Mitglied der MYC-Familie. Diese ist an der
Transkriptionsregulation von etlichen metastasierungsrelevanten Genen beteiligt. MYCN
wird eine zentrale Rolle in der Entwicklung von Neuroblastomen und der Metastasierung
zugesprochen [17, [18, 12, 11l 154, 67]. In einigen Neuroblastomen, so z.B. in der LAN-1
Zelllinie, ist eine Amplifikation des MYCN Genes bereits beschrieben [143]. Hinweise auf
Amplifikationen des Gens in IMR-32 und LS Zellen fehlen bislang. In den untersuchten
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Abbildung 4.1: Interaktionspartner des MYCN Onkogens, formal v-myc myelocytomato-
sis viral related oncogene, neuroblastoma derived. LAN-1 induzierte Tumore wiesen eine
Amplifikation des MYCN Gens sowie ein erh6htes Expressionsniveau auf. Im Vergleich zu
den LS und IMR-32 Tumoren wiesen LAN-1 Tumore eine niedrige Expression von CASPS,
VIM, FOS, JUN und der MHC Klasse I Gene sowie eine hohe Expression von ELAVL/ auf.
TP53 wies einen Verlust mindestens einer Kopie sowie keine Expression auf. Die MAPK-
TF-Chips konnten keine Aktivitdt des pb3 Proteins nachweisen. Die hier dargestellten
Interaktionen standen somit gut im Einklang mit den Resultaten dieser Arbeit.

Samples konnte ein 120fach héheres Expressionsniveau (SLR=6,9) von MYCN in LAN-
1 im Vergleich zu IMR-32 und LS beobachtet werden. Weiterhin erhoht zeigte sich das
Expressionsniveau von ELAVL/ im Vergleich zu IMR-32 (SLR=4), einem neuralen Anti-
genprotein kodierenden Gen, bei dem eine potentielle Beteiligung in der Prozessierung und
dem Splicing von MYCN vermutet wird [I35].

MYCN kann zelluldre cytoskelettale Proteine wie beta actin, vimentin oder transgelin
runterregulieren [17]. Somit wére ein Einfluss auf die héhere Proliferationsrate der Zellen im
Vergleich zu IMR-32 méglich. In den LAN-1 induzierten Tumoren war vimentin gegeniiber
IMR-32/LS 13fach bzw. 4fach (SLR=-3,7/-1,9) niedriger exprimiert. Eine Repression der
CASPS8 Protease [17], die in LAN-1 im Vergleich zu IMR-32 und LS Zellen iiberhaupt nicht
exprimiert wurde konnte die Apoptose der Zellen suprimieren.

MYCN kann die Expression von FOS und der p50 Untereinheit von NFkB runter-
regulieren. Dies resultiert in einer Inhibition der NFxB-Aktivitat [I71]. In LAN-1 Zellen
konnte eine Repression der p50 Untereinheit im Vergleich zu IMR-32 Zellen beobachtet
werden, nicht jedoch gegeniiber den LS Zellen. Ob diese Regulation MYCN zuzuschreiben
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ist, bleibt unklar. Es konnte sich alternativ um eine hohere Expression in den IMR-32
Zellen handeln. FOS war gegeniiber den IMR-32 Zellen 212fach niedriger exprimiert und
gegeniiber LS Zellen 23fach niedriger. Es kann vermutet werden, daf die Apoptose stimu-
lierende Wirkung dieser Regulationen durch den Verlust des TP53 Gens in LAN-1 Zellen
ausgeglichen wurde.

MYCN werden Regulationen der phosphoinositide-3-kinase, PI3K, gesteuerten VEGF-
Expression in Neuroblastomen [85], eine negative Regulation des DKKI1 Genes, [87| sowie
Assoziationen zur Herunterregulation von NCAM zugeschrieben [17]. Im Kontrast dazu
ist NCAM allerdings in LAN-1 Zellen deutlich hoher exprimiert als in IMR-32 (SLR=5,6)
und LS Zellen (SLR=5,3). DKK1 hingegen ist, in der Tat, in IMR-32 Zellen sehr hoch
und in LAN-1 Zellen kaum exprimiert. In LS Zellen mit mangelnder MYCN Expression
konnte jedoch ebenfalls keine DKK1 Expression beobachtet werden. Es war daher nicht
nachvollziehbar, ob die niedrige DKK1 Expression in LAN-1 Zellen aus dem hohen MYCN
Spiegel resultiert.

Intravasation & Migration In Brusttumorzellen konnte eine CD44-anhéngige Che-
motaxis entlang Hyaluronangradienten beobachtet werden [164]. Eine Vermittlung in der
Fernmetastasierung ist bereits beschrieben [175]. Im SCID-Mausmodell konnten die CD44-
positiven Neuroblastome durch die Pulmonararterien transmigrieren [169]. Der Rezeptor
konnte hier an einer Adhésion zwischen Neuroblastom- und Endothelzellen bzw. auf dem
Weg zur Einnistung und/oder der Auffindung einer geeigneten Wachstumsumgebung be-
teiligt sein.

MYCN unterdriickt die Expression von major histocompatibility complex class I (MHC 1)
Genen mittels Bindungsreduzierung von H2TF1 an den MHC class I gene enhancer, einer
frithen genetischen Aberration zu Beginn der Entwicklung des metastatischen Phénotyps
[17, ©4]. Suppressionen bzw. Herunterregulationen der MHC I Gene konnten anhand der
GenMapp-Analyse, in der Tat, in LAN-1 Neuroblastomen beobachtet werden, siehe auch
Abbildung [3.11] Das Molekiil kénnte damit eine entscheidende Rolle bei der Maskierung

der Metastasen gegeniiber dem Immunsystem spielen.

Einnistung DKK1 kodiert fiir ein sezerniertes Protein, das in der embryonalen Entwick-
lung beteiligt ist. Das Protein kann den WNT Signaltransduktionsweg inhibieren [140] 126].
In dieser Funktion wird ihm Schliisselrolle wéhrend der Osteoblastendifferenzierung [127]
zugeschrieben. Indem DKK1 den WNT Pathway inhibiert und die Expression von OPG
herabsetzt, wird das Expressionsverhéltnis zwischen OPG und RANKL verschoben [126].
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Abbildung 4.2: DKK1 wirkt im Knochen sowohl anabolisch als auch katabolisch. Es
inhibiert die Osteoblastenbildung, setzt die Expression von OPG herab und fiihrt damit
zu reduziertem Knochenwachstum. Im Gegenzug erhoht DKK1 die Osteoklastenaktivitét
und fiihrt damit zu verstiarkter Knochenresorption. (Nach Pinzone et al., 2008 [126])

Infolge wird die Osteoblastendifferenzierung und mit ihr die Knochenbildung herabgesetzt.
Im Gegenzug wird die Osteoklastenbildung und damit die Knochenresorption beschleunigt.
Oxidativer Stress scheint eine regulative Wirkung auf DKK1 in Multiplen Myelomen zu
haben [40].

DKKI1 soll somit eine wichtige Rolle bei der Entstehung osteolytischer Léasionen [52]
05, 128] spielen. In Multiplen Myelomen wurde gezeigt, daf die Serumkonzentrationen
von DKK1 mit dem Ausmaf der lytischen Knochenlésionen korrelieren [8I]. Weiterhin
wird das Protein mit der Bildung von Knochenmetastasen in Prostatakarzinomen [66],
Brusttumoren|174, [32] und malignen Melanomen [89] assoziiert. Préklinische Studien ha-
ben gezeigt, daf eine Neutralisierung von DKK1 und/oder eine Propagierung des Wnt/
[-Catenin Pathways die Behandlung von Knochenerkrankungen verbessern kénnten [126].

In der vorliegenden Arbeit konnte eine sehr hohe Expression von DKK1 in IMR-32 indu-
zierten Tumoren beobachtet werden. In LAN-1 und LS induzierten Tumoren hingegen war
eine Expression nicht nachweisbar. Der negative Einfluss von DKK1 auf die Osteoblasten-
differenzierung kénnte ein Schliisselereignis bei der Einnistung der Metastasen darstellen.
Von den Metastasen im Knochenmark sekretiert, konnte DKK1 aktiv eine lokal verstarkte

Auflésung des Knochens bewirken und den Metastasen so eine Wachstumsnische schaffen.
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4.3 Zusammenfassung

Mammakarzinome stellen in der westlichen Welt die haufigste Krebserkrankung bei Frau-
en dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem Mausmodell 80 Brusttumore auf Ex-
pressionsebene untersucht. Davon wurden 56 Tumore gleichzeitig auf genomischer Ebene
analysiert. Die Tumore wurden hinsichtlich Determinanten der Differenzierung analysiert,
insbesondere im Hinblick auf den Effekt einer Mutation im Trp53 Gen.

Im vorliegenden Mausmodell der Brusttumore konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Differenzierungsgrad und einer Amplifikation des Met-Locus hergestellt werden. G3 und
G4 Tumore wiesen dabei eine deutlich hohere Expression der im Locus lokalisierten Gene
auf. Ein direkter Einfluss des mutierten Trp53 Genes war jedoch nicht nachvollziehbar.
Der Mechanismus nach dem das mutP53 die Tumorprogression beeinflusst ist nach wie vor

unbekannt.

Neuroblastome sind in Deutschland nach der akuten lymphatischen Leukidmie eine der
haufigsten Erkrankungen im Kindesalter. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Neuro-
blastomzelllinien auf metastasierungsrelevante Gene hin untersucht. Es konnte ein promi-
nenter Einfluss von MYCN und CD4/j auf das metastatische Verhalten beschrieben wer-
den. MYCN war in LAN-1 induzierten Tumoren deutlich amplifiziert und charakterisierte
verstiarktes mikrometastatisches Verhalten. Demgegeniiber charakterisierte C'Dj4 Neuro-
blastome der IMR-32 Zelllinie mit wenigen mehrzelligen Metastasen die iiber verstarkte
Zelladhésion und die Fahigkeit zur Transmigration durch die Pulmonararterien verfiigten.
Potentiell findet hier ein Shift in den IMR-32 Subpopulationen nach der Transfektion statt.
Desweiteren konnte die Hypothese formuliert werden, dak DKK1 bei der aktiven Schaffung

einer Wachstumsnische fiir die Metastasen beteiligt sein konnte.

Modelliibergreifend sollte das Potential einer Integration von genomischen und trans-
kriptomischen Daten zur Beschreibung von tumorgenetischen Einfliissen evaluiert werden.
Zur Integration von genomischen und transkriptomischen Daten wurden zwei unterschied-
liche Methoden eingesetzt. Die direkte Korrelation von CNV Daten mit Expressionssignalen
pro Gen mittels linearer Regressionen ermoglichte eine Eingrenzung der Ergebnisse auf ei-
ne geringere Anzahl signifikanter Determinanten. Die Methode der Korrelation iiber das
gesamte Genom hob den Einfluss von genomischen Aberrationen auf das Genexpressions-
niveau hervor. Die Ergebnisse zeigten deutlich, daf Anderungen der chromosomalen Ko-

pienzahl sich direkt funktionell auf die Transkription auswirken. Insbesondere die Bestéti-
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gung der beobachteten Aberrationen in den IMR-32 Neuroblastomen auf Expressionsebene
ermoglichte eine Hypothesenformulierung, dergeméfs ein Shift in den Subpopulationen nach
der Transfektion erfolgt sein musste.

Die beiden untersuchten Modelle waren deutlich verschieden und inhaltlich schwer zu
vergleichen. Nach wie vor bleibt die Verkniipfung der Daten sehr komplex. Modelliiber-
greifend konnen die Strategien zur Integration von genomischen und transkriptomischen

Daten dennoch als vielversprechende Analytik eingestuft werden.
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Einheiten

ng Mikrogramm.
ul Mikroliter.
pmol  Mikromol.

h Stunden.

mg Milligramm.
min  Minuten.

ml Milliliter.

ng Nanogramm.
nm Nanometer.

rpm  Rotationen pro Minute.
sec Sekunden.

U Units (Enzymeinheiten).

Abkiirzungen

array-CGH array Comparative Genomic Hybridization.

CN Copy Number, Kopienzahl.

CNV Copy-Number-Variation, Anderung in der genomischen Kopienzahl.

DNA Desoxyribonukleinséaure.
FC Fold Change. Quotient zweier Expressionssignale.

HPLC High performance liquid chromatography.

IMR-32 Neuroblastomzelllinie, die von Tumilowicz et al. etabliert wurde.

IVT In Vitro Transkription.

LAN-1 Neuroblastomzelllinie, die von Seeger et al. etabliert wurde.

LS Neuroblastomzelllinie, die von Rudolph et al. etabliert wurde.

MM Mis-Match, Terminologie Microarrays, Affymetrix..

mutP53 Mutiertes P53 Gen bzw. Protein.
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Abkiirzungen

p53 P53 Protein.
PM Perfect Match, Terminologie Microarrays, Affymetrix.

Probe Laboranalytik: Gewebe-/DNA-/RNA-Probe. Bioinformatik: 25basenpaarlange Oligonucleo-
tide, Bestandteil eines Probesets auf Affymetrix Arrays.

Probeset Bioinformatik: Satz aus mehreren 25basenpaarlangen Oligonucletid-Proben.
RNA Ribonukleinsdure.

Sample Bioinformatik: Gewebe-/DNA-/RNA-Probe nach Hybridisierung und Scan.
SAPE Streptavidin-Phycoerythrin.

SCID Severe combined immunodeficiency;.

SLR/logRatio Verhéltnis zwischen Testsignal und Referenzsiganl (logarithmisch, Basis 2).
SNP Single Nucleotide Polymorphism.

SV40 T-Antigen Grofes T-Antigen des simian Virus 40.

TP53 humanes P53 Gen.

Trp53 murines P53 Gen.
WAP-T BALB/c Mausmodell zur Untersuchung des mutP53 Einflusses.

ZNS Zentrales Nervensystem.
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Anhang A

Brusttumore

Auf den folgenden Seiten werden einige ergianzende Abbildungen und Tabellen des Brust-
tumorprojektes aufgefithrt. Sie sollen einer Vervollstandigung der in dieser Arbeit vorge-
stellten Daten dienen. Aufgefiihrt werden die EtBr-Agarosegelbilder aller Samples fiir die
cDNA Transkription und nach der in vitro Transkription. Desweiteren findet sich eine ta-
bellarische Auflistung aller im Korrelationsverfahren als signifikant identifizierten Gene,
siche Tabelle [A.1l
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ANHANG A. BRUSTTUMORE

Tabelle A.1: Brusttumore: Signifikant korrelierende Gene zwischen CNV-Analytik und Expressions-Analytik. Angefiihrt sind
die Identifier der Gene auf dem Expressionsarray sowie die Identifier der am dichtesten gelegenen Probesets auf dem SNP-
Array. @ 0,01 und @Q 0,001 bezeichnen die P-Werte, die die 0,01 bzw. 0,001 Quantile denotieren. Beim Raw P- Wert handelt
es sich um den unkorrigierten P-Wert. R? gibt den Korrelationskoeffizienten an, der im Idealfall (absolute Ubereinstimmung)
bei 1 liegt.

Symbol EXP ID CGH ID Raw P-Wert R2 Q0,01 Q0,001 Chr. Position
Arrays aus Oslo

Mrpl9 78523 A 53 P102566 6,506 0,531 2,246 3,65 3 94250735
Psmd4 19185 A 53 P144113 4,309 0,38 2,273 3,268 3 94841576
Cdc42sel 57912 A 53 P142129 4,632 0,405 2,184 3,226 3 95035768
Zfp364 67845 A 53 P130764 4,586 0,401 1,993 2,804 3 96563211
Psmab 26442 A 53 P112045 5,924 0,495 2,004 3,037 3 108071357
Shfm1 20422 A 53 P170734 3,757 0,335 2,056 2,914 6 6518460
Clgaltl 94192 A 53 P130866 7,929 0,61 3,389 5,231 6 7808690
Tmem168 101118 A 53 P109340 5,732 0,482 1,986 3,027 6 13544375
B630005N14Rik 101148 A 53 P109340 4,246 0,375 1,988 3,011 6 13603306
Tes 21753 A 53 P122283 14,264 0,829 2,454 3,394 6 17035507
Cav2 12390 A 53 P154945 10,347 0,715 2,522 3,531 6 17235165
Cavl 12389 A 53 P104726 5,343 0,456 2,437 3,467 6 17273898
Met 17295 A 53 P121226 15,176 0,848 2,344 3,717 6 17468890
Capza2 12343 A 53 P157131 13,959 0,91 2,291 3,34 6 17601821
St7 64213 A 53 P121352 13,787 0,891 2,399 3,392 6 17768484
Lsm8 76522 A 53 P103703 12,892 0,796 2,332 4,196 6 18801343
Calu 12321 A 53 P176635 7,289 0,576 4,07 5,453 6 29312410
Atp6vlf 66144 A 53 P179080 6,021 0,501 2,964 3,938 6 29419154
Ssbpl 381760 A 53 P141142 4,096 0,363 1,932 2,789 6 40426618
D11Wsu99e 28081 A 53 P157705 8,994 0,66 4,039 5,667 11 113534954
Rnasen 14000 A 53 P150067 11,047 0,74 4,966 6,853 15 12809835
Myo1l0 17909 A 53 P155317 3,934 0,35 1,98 2,809 15 25647854
Zfp622 52521 A 53 P168532 5,892 0,493 2,182 3,318 15 25920691
6-Mar 223455 A 53 P164496 8,809 0,652 4,43 5,881 15 31423223
Wdsof1l 223499 A 53 P115059 9,581 0,685 2,244 3,908 15 38961438
E430025E21Rik 223593 A 53 P136541 5,743 0,483 2,268 3,358 15 59184637
Vps28 66914 A 53 P167739 7,442 0,585 3,208 4,569 15 76454521
Commd5 66398 A 53 P167739 8,622 0,643 2,727 4,569 15 76731053
Rbx1 56438 A 53 P142789 6,687 0,542 2,069 3,169 15 81301772
Poldip3 73826 A 53 P142447 9,324 0,675 2,427 3,469 15 82968066
Arfgap3 66251 A 53 P102365 3,636 0,325 2,004 3,002 15 83155423
Ttll1 319953 A 53 P125971 7,532 0,589 2,068 3,088 15 83327762
Atxnl0 54138 A 53 P116218 5,497 0,467 2,243 3,557 15 85230224
Thbcld22a 223754 A 53 P153756 6,529 0,533 2,027 3,129 15 86186903
Pfdn5 56612 A 53 P163891 7,564 0,591 2,166 3,24 15 102159264
Ube213 22195 A 53 P100087 5,143 0,442 1,944 2,885 16 17177424
Sod1 20655 A 53 P171158 4,438 0,39 1,969 2,983 16 90223806
Traf7 224619 A 53 P174585 4,372 0,385 2,003 3,076 17 24655285
Ter3ipl 66191 A 53 P174936 3,759 0,335 2,058 3,044 18 77189872
Mrpl21 353242 A 53 P138874 8,79 0,651 2,109 3,165 19 3287790
Chka 12660 A 53 P119828 4,857 0,421 1,994 2,941 19 3872700
Ndufs8 225887 A 53 P105009 7,698 0,598 2,136 3,579 19 3910810
Ndufvl 17995 A 53 P128679 8,509 0,638 2,06 3,022 19 4010105
Gstpl;Gstp2 14869;14870 A 53 _P105009 7,234 0,573 2,241 3,459 19 4041283
Rbm4 19653 A 53 P136800 4,253 0,375 1,917 2,855 19 4789088
Rbm4 19653 A 53 P179232 4,253 0,375 1,917 2,855 19 4789088
Mrplll 66419 A 53 P140319 8,678 0,646 2,024 2,961 19 4963649
Brmsl 107392 A 53 P154906 6,152 0,51 1,987 2,816 19 5045652
Yifla 68090 A 53 P179232 9,717 0,691 2,008 3,095 19 5090524
Sf3b2 319322 A 53 P125735 5,671 0,478 1,955 2,907 19 5284673
Banfl 23825 A 53 P149998 6,395 0,525 2,115 3,285 19 5365636
2010003J03Rik 69860 A 53 P149998 4,977 0,43 2,003 2,727 19 5368628
Sart1l 20227 A 53 P126437 4,683 0,408 1,962 3,046 19 5383113
Fibp 58249 A 53 P152973 6,464 0,529 2,072 3,115 19 5462844
Cfll 12631 A 53 P101264 4,119 0,365 2,193 3,495 19 5492259

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Resultate der Brustkrebs Korrelationsanalyse — Fortsetzung

Symbol EXP ID CGH ID Raw P-Wert R2 Q0,01 Q0,001 Chr. Position
Mtvr2;Ssscal 17826;56390 A 53 P140371 5,31 0,454 2,14 3,443 19 5728867
Fau 14109 A 53 P136738 6,851 0,552 2,375 3,592 19 6058735
Snx15 69024 A 53 P105339 4,167 0,368 2,04 3,02 19 6123810
Cox8a 12868 A 53 P124485 6,535 0,533 2,101 3,243 19 7290854
Stxba 56389 A 53 P117603 9,187 0,669 1,933 3,148 19 8823032
1810059G22Rik 67706 A 53 P117603 8,137 0,62 2,095 3,055 19 8847981
Polr2g 67710 A 53 P117603 5,064 0,436 2,196 3,165 19 8870321
D19Ertd721e 225896 A 53 P155534 10,752 0,73 2,071 3,134 19 8948156
AT462493 107197 A 53 P155534 6,983 0,559 2,033 2,952 19 8954978
1810009A15Rik 66276 A 53 P149682 10,681 0,727 1,965 2,91 19 8964320
Intsh 109077 A 53 P149682 5,191 0,445 1,971 2,97 19 8969938
Fthl 14319 A 53 P172214 5,858 0,491 2,203 3,281 19 10058388
1810006K21Rik 69038 A 53 P112363 5,169 0,444 1,93 2,722 19 10280506
0610038F07Rik 66072 A 53 P101617 9,208 0,67 2,495 3,495 19 10588238
Ddb1 13194 A 53 P115728 8,092 0,618 2,221 3,09 19 10692182
Tmem109 68539 A 53 P178963 10,106 0,706 2,074 2,988 19 10950689
Prpf19 28000 A 53 P120721 10,653 0,726 2,04 2,893 19 10974876
Mrpll6 94063 A 53 P160033 10,038 0,703 1,946 3,242 19 11847083
AV312086 225929 A 53 P110186 4,403 0,387 2,052 3,141 19 12003202
Cep78 208518 A 53 P126096 4,796 0,417 1,896 2,753 19 16044871
Gnaq 14682 A 53 P107982 8,089 0,618 2,01 2,94 19 16334632
Cbwd1l 226043 A 53 P160716 7,472 0,586 1,948 2,793 19 25015472
Exoscl 66583 A 53 P123592 6,559 0,535 2,193 3,075 19 42002921
Mms19l;Zdhhcl6  72199;74168 A 53 P160508 5,969 0,498 2,134 3,219 19 42036911
Avpil 69534 A 53 P160508 5,705 0,481 2,009 3,175 19 42200706
Ndufb8 67264 A 53 P118831 5,831 0,489 2,184 3,516 19 44627318
Mrpl43 94067 A 53 P123604 11,202 0,745 2,105 3,176 19 45080218
5330431N19Rik 226162 A 53 P145771 9,71 0,69 2,048 2,933 19 45643672
Trim8 93679 A 53 P146014 6,353 0,522 2,024 2,912 19 46583801
Usmgb 66477 A 53 P124014 6,311 0,519 2,305 3,377 19 47161540
Zdhhc6 66980 A 53 P147132 6,419 0,526 1,984 3,232 19 55377301
Prdx3 11757 A 53 P155292 4,43 0,389 1,969 3,14 19 60945193
Arrays aus Amsterdam

Mrpl9 78523 sc122918,3,1 7 5,212 0,668 2,603 3,91 3 94250735
Psmd4 19185 scl22908,1,21 29 4,554 0,612 2,108 3,059 3 94841576
Cdc42sel 57912 scl0002021,1 5 6,369 0,748 2,725 4,223 3 95035768
Zfp364 67845 scl0002046,1 230 4,137 0,572 2,24 3,457 3 96563211
Psmab 26442 scl21678,15 29 4,001 0,558 2,016 2,914 3 108071357
Shfm1 20422 scl29298,3 504 4,625 0,618 2,141 3,317 6 6518460
Clgaltl 94192 scl0094192,2 160 4,696 0,625 2,83 3,755 6 7808690
Tmem168 101118 scl29272,8 468 6,783 0,771 3,489 5,136 6 13544375
B630005N14Rik 101148 scl0064450,1 199 6,955 0,781 4,626 5,499 6 13603306
Tes 21753 scl0001061,1 50 6,296 0,743 2,519 3,597 6 17035507
Cav2 12390 scl0001108,1 2 5,222 0,669 2,621 3,759 6 17235165
Cavl 12389 scl0001108,1 2 5,682 0,703 2,487 3,601 6 17273898
Met 17295 scl30355,22,1 19 5,26 0,672 2,097 3,495 6 17468890
Capza2 12343 scl012343,12 1 6,13 0,772 2,444 3,351 6 17601821
St7 64213 scl0001099,1 185 6,493 0,755 2,45 3,347 6 17768484
Lsm8 76522 scl00319202,1 96 8,981 0,865 1,879 3,46 6 18801343
Calu 12321 5c120213,18,1 30 8,309 0,841 5,373 6,51 6 29312410
Atp6v1f 66144 scl0319452,1 137 7,733 0,818 5,413 6,5 6 29419154
Ssbpl 381760 scl30159,2 384 4,824 0,636 2,433 3,745 6 40426618
D11Wsu99e 28081 scl39372,21 84 9,312 0,875 7,003 8,345 11 113534954
Rnasen 14000 scl0077877,1 184 3,871 0,544 1,993 2,945 15 12809835
Myol0 17909 scl0002440,1 24 3,913 0,549 1,914 2,665 15 25647854
71p622 52521 scl0017909,2 304 3,556 0,51 2,027 2,976 15 25920691
6-Mar 223455 scl48021,6 11 4,55 0,612 1,894 2,827 15 31423223
Wdsof1l 223499 scl00118452,2 120 4,328 0,591 1,953 2,932 15 38961438
E430025E21Rik 223593 scl47890,1 269 9,752 0,888 5,024 6,648 15 59184637
Vps28 66914 scl47806,1,1 223 4,338 0,592 1,956 3,023 15 76454521

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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ANHANG A. BRUSTTUMORE

Resultate der Brustkrebs Korrelationsanalyse — Fortsetzung

Symbol EXP ID CGH ID Raw P-Wert R2 Q0,01 Q0,001 Chr. Position
Commd5 66398 scl47801,3 265 3,992 0,557 1,955 3,067 15 76731053
Rbx1 56438 scl0002434,1 7 4,268 0,585 1,974 2,747 15 81301772
Poldip3 73826 scl46917,6,1 157 5,16 0,664 1,895 2,741 15 82968066
Arfgap3 66251 scl46913,3 62 3,591 0,514 1,965 2,921 15 83155423
Ttll1l 319953 scl0021411,1 1 5,372 0,68 1,883 2,753 15 83327762
Atxnl0 54138 scl47668,10 45 3,799 0,537 2,007 2,858 15 85230224
Tbcld22a 223754 scl47650,13 510 3,923 0,55 2,016 2,924 15 86186903
Pfdn5 56612 scl0053622,1 278 4,172 0,575 1,972 2,833 15 102159264
Ube213 22195 scl49376,15_ 6 4,016 0,56 1,964 3,015 16 17177424
Sod1l 20655 scl48230,1,2 87 3,97 0,555 2,052 3,086 16 90223806
Traf7 224619 scl0001721,1 31 4,037 0,562 2,049 3,171 17 24655285
Ter3ipl 66191 scl0002235,1 6 3,564 0,511 1,991 2,947 18 77189872
Mrpl21 353242 scl054683,1 165 5,855 0,715 1,99 3,152 19 3287790
Chka 12660 scl000519,1 15 6,604 0,761 2,13 3,349 19 3872700
Ndufs8 225887 5cl0109168,12 22 5,086 0,658 2,066 3,151 19 3910810
Ndufvl 17995 scl0069888,1 155 3,511 0,505 2,015 2,88 19 4010105
Gstpl;Gstp2 14869;14870  scl0069888,1 155 3,704 0,526 2,091 3,007 19 4041283
Rbm4 19653 scl081909,8 96 4,343 0,592 2,024 2,978 19 4789088
Mrplll 66419 scl019708,12 324 4,833 0,637 2,005 2,972 19 4963649
Brmsl 107392 scl53499,1,4 164 5,012 0,652 2,046 2,896 19 5045652
Yifla 68090 scl53499,1,4 164 3,748 0,531 2,091 3,137 19 5090524
Sf3b2 319322 scl53492,15,1 3 4,201 0,578 1,981 2,917 19 5284673
Banfl 23825 scl53499,1,4 164 3,774 0,534 1,987 2,939 19 5365636
2010003J03Rik 69860 scl53499,1,4 164 4,133 0,572 1,876 2,581 19 5368628
Sartl 20227 scl0012631,1 129 4,368 0,595 1,894 2,802 19 5383113
Fibp 58249 scl0053611,1 163 5,036 0,654 1,984 3,061 19 5462844
Cfll 12631 scl53492,15,1 3 5,608 0,698 2,024 3,057 19 5492259
Mtvr2;Ssscal 17826556390  scl0053611,1 163 4,519 0,609 2,032 3,086 19 5728867
Fau 14109 scl056275,3 18 5,842 0,714 1,964 2,943 19 6058735
Snx15 69024 scl020743,1 114 3,977 0,556 2,062 3,136 19 6123810
0610038D11Rik 67674 scl52792,14 158 4,033 0,561 1,943 2,973 19 6985084
Cox8a 12868 scl016973,22 185 5,366 0,68 2,036 3,133 19 7290854
Stxba 56389 scl068157,2 24 5,635 0,7 1,963 2,984 19 8823032
1810059G22Rik 67706 scl068157,2 24 5,645 0,7 1,986 2,988 19 8847981
Polr2g 67710 scl068157,2 24 6,297 0,743 2,032 2,966 19 8870321
D19Ertd721e 225896 scl068157,2 24 6,044 0,727 1,969 2,811 19 8948156
AT1462493 107197 scl068157,2 24 4,557 0,612 1,989 3,079 19 8954978
1810009A15Rik 66276 scl068157,2 24 4,159 0,574 2,04 2,942 19 8964320
Intsb 109077 scl068157,2 24 4,558 0,612 1,912 2,976 19 8969938
Fthl 14319 scl52731,7,1 8 5,121 0,661 2,172 3,173 19 10058388
1810006K21Rik 69038 scl52731,7,1 8 5,401 0,682 2,084 3,077 19 10280506
0610038F07Rik 66072 scl52727,6 19 5,595 0,697 1,972 3,029 19 10588238
Ddb1 13194 scl060361,6 3 4,067 0,565 1,909 2,995 19 10692182
Tmem109 68539 scl52721,8,1 207 4,533 0,61 2,037 3,091 19 10950689
Prpf19 28000 scl52720,7,1 78 3,651 0,52 1,983 3,195 19 10974876
Mrpll6 94063 scl53342,2 24 4,735 0,628 2,03 3,022 19 11847083
AV312086 225929 scl00107146,2 299 6,426 0,751 2,004 2,972 19 12003202
Cep78 208518 scl53313,7 541 4,295 0,588 2,063 2,872 19 16044871
Gnaq 14682 scl52684,1,1 316 5,659 0,701 1,939 3,154 19 16334632
Cbwd1l 226043 scl53254,5 108 4,403 0,598 1,974 3,025 19 25015472
Exoscl 66583 scl53113,11 103 4,246 0,583 1,921 2,779 19 42002921
Mms19l;Zdhhcl6  72199;74168  scl53113,11 103 4,553 0,612 1,947 3,167 19 42036911
Avpil 69534 scl53109,1,1 278 3,528 0,507 2,041 2,821 19 42200706
Ndufb8 67264 scl52438,3,1 120 4,489 0,606 2,007 3,036 19 44627318
Mrpl43 94067 scl52428,1 1 4,12 0,57 1,985 2,99 19 45080218
5330431N19Rik 226162 scl52418,9,1 3 5,778 0,71 1,943 2,859 19 45643672
Trim8 93679 scl057344,13 241 4,303 0,588 1,93 2,686 19 46583801
Usmgb 66477 scl52384,15,1 68 3,632 0,518 1,966 2,724 19 47161540
Zdhhc6 66980 scl52991,1,1 77 5,932 0,72 1,941 2,942 19 55377301
Prdx3 11757 scl52967,8,1 33 4,333 0,591 2,052 2,96 19 60945193

Ende Tabelle|A.1
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Abbildung A.1: 1%ige EtBr-Agarosegele der Brusttumorsamples. Aufgetragen wurden die
Kontrollaliquots nach ¢cDNA-Synthese, nach der in vitro-Transkription und nach erfolgter
Fragmentierung.
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Abbildung A.2: Brusttumore: Elektropherogramme der Kontrollen, Sample 1 bis 11, auf
dem Bioanalyzer nach erfolgter in wvitro-Transkription. Der Spitzenpeak der Verteilung
sollte nach 39 Sekunden auftreten. Die numerische Zuordnung der Samples kann Tabelle
[3.2l entnommen werden.
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Abbildung A.3: Brusttumore: Elektropherogramme der Kontrollen, Sample 12 bis 22, auf
dem Bioanalyzer nach erfolgter in wvitro-Transkription. Der Spitzenpeak der Verteilung
sollte nach 39 Sekunden auftreten. Die numerische Zuordnung der Samples kann Tabelle
[3.2l entnommen werden.
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Anhang B

Neuroblastome

Auf den folgenden Seiten werden einige ergénzende Abbildungen und Tabellen des Neu-
roblastomprojektes aufgefiihrt. Sie sollen einer Vervollstdndigung der in dieser Arbeit vor-
gestellten Daten dienen. Aufgefiihrt werden die Projektionen der Expressionswerte auf die
genomischen Segmente. Desweiteren finden sich die EtBr-Agarosegelbilder nach der Re-
striktion. Auf eine tabellarische Auflistung aller im Korrelationsverfahren als signifikant
identifizierten Gene, analog zu Tabelle (Brusttumore), wird aufgrund der Datenmenge

verzichtet. Die Tabelle wird auf dem beiliegenden Datentréger veroffentlicht.
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ANHANG B. NEUROBLASTOME
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Abbildung B.23: Neuroblastome: Kontrollen auf 2%igem EtBr-Agarosegel nach erfolgter
Restriktion mit Nsp I (links von Negativkontrollen) und Sty I (rechts von Negativkontrol-
len).
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Abbildung B.24: Agarosegel zur Bestimmung der Qualitat des isolierten DN A-Materials aus
den Neuroblastomproben (links) bzw. zur Kontrolle der Fragmentierung (rechts). Die Gel-
konzentration betrug 0,6% (Isolierung) bzw. 2%. (Fragmentierung). Aufgrund des grofen
Volumens von jeweils 2ml pro Probe wurden diese bei der Isolierung auf je 2 Tubes aufge-
teilt. Je zwei benachbarte Bahnen stellen daher hier die Ergebnisse einer Probe dar.
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