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1 Fragestellung

Bei dem invasiven Mammakarzinom handelt es sich um die haufigste Krebserkrankung
der Frau. Durch verbesserte diagnostische Méglichkeiten kénnen pra-invasive Stadien
wie das Ductale Carcinoma /n Situ (DCIS) entdeckt und therapiert werden. Die Rolle
friher Stadien bei der Karzinogenese des Mammakarzinoms ist allerdings nur unzurei-
chend geklart. Es besteht daher ein dringender Bedarf an adaquaten Tiermodellen, um
friihe Stadien und deren Progression untersuchen zu kénnen.

Die in unserem Institut generierten WAP-T-transgenen Mauslinien tragen die friihe Re-
gion des SV40 Genoms unter der Kontrolle des WAP-Promotors. Sie entwickeln nach
Induktion der Transgenexpression durch laktotrophe Hormone invasive Adenokarzino-
me der Brustdrise. Die Entstehung dieser Adenokarzinome findet Gber Vorlauferstadi-
en statt, die morphologisch frappierende Ahnlichkeiten mit dem humanen DCIS aufwei-
sen. Das WAP-T-transgene Mausmodell stellt somit ein geeignetes Progressionsmodell
zur Untersuchung der Tumorigenese des Mammakarzinoms dar.

Ziel dieser Arbeit war eine umfassende histopathologische und immunhistochemische
Charakterisierung friiher Stadien der Karzinogenese des Mammakarzinoms in diesem
induzierbaren transgenen Mausmodell. Drei Linien wurden aufgrund ihrer Anzahl Trans-
gen-exprimierender Mammaepithelzellen wahrend der Laktation als ,hoch-exprimieren-
de“ (WAP-T1), ,intermediér-exprimierende“ (WAP-T-NP8) und ,niedrig-exprimierende*”
(WAP-T-NP6) Linien aus 22 Linien ausgewahlt. Die zeit- und gewebespezifische Ex-
pression des Transgens innerhalb der Brustdriisen sowie ausschlieBlich nach Indukti-
on durch Laktation sollte zun&chst anhand immunhistochemischer und molekularbiolo-
gischer Methoden verifiziert werden. Zudem sollte die Untersuchung molekularer Mar-
ker Aufschluss geben lber Wachstumsvorteile spezifischer Vorlauferlasionen, Herkunft
der transformierten Zellen und Mechanismen der SV40-induzierten Karzinogenese.



2 Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von ca. 1.050.000 weltweit handelt es sich bei dem Mammakarzinom
um die haufigste Krebserkrankung der Frau (Stewart and Kleihues, 2003). Die Rate der
Neuerkrankungen ist in den westlichen Industrielandern mit 580.000 Féllen pro Jahr
vergleichsweise hoch. Allein in Deutschland erkranken schatzungsweise 57.000 Frau-
en jahrlich an einem Mammakarzinom (Epidemiologisches Krebsregister Deutschland,
2008). Brustkrebs ist somit fur deutlich mehr als ein Viertel aller Krebserkrankungsfal-
le der weiblichen Bevdlkerung verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt mit
63 Jahren sechs Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter aller Krebserkrankungen.
Die Mortalitatsrate betragt nach Schatzungen der World Health Organization (WHO)
jahrlich ca. 500.000 Frauen weltweit (Stewart and Kleihues, 2003). Durch Fortschrit-
te in der Friherkennung und adjuvanten Therapien konnte die Mortalitdtsrate in den
Niederlanden und GrofBbritannien in den letzten Jahren um etwa 25 % gesenkt wer-
den. In Deutschland betragt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Brustkrebspatien-
tinnen derzeit stadientbergreifend betrachtet ca. 81 % (Epidemiologisches Krebsregi-
ster Deutschland, 2008).

2.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist bislang unbekannt. Zwar sind zum gegenwarti-
gen Zeitpunkt zahlreiche Einzelaspekte bekannt, die mit der Genese in Zusammenhang
gebracht werden kénnen, allerdings scheint die Entstehung des Mammakarzinoms ein
multifaktorielles Geschehen mit individuellem Verlauf zu sein. Einige Faktoren korrelie-
ren jedoch mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko.
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Lebensalter Neben dem Geschlecht (Giordano et al., 2004) ist das Alter der bei wei-
tem wichtigste Risikofaktor an Brustkrebs zu erkranken. So beschreibt das National
Cancer Institute (NCI) in 10-dahres Intervallen einen Anstieg des Erkrankungsrisikos
von 0.43 % im Alter von 30-39 Jahren (1/233 Frauen) auf 3.65 % im Alter von 60-69
Jahren (1/27 Frauen) (Ries et al., 2006). Der Altersgipfel liegt zwischen dem 47.-70.
Lebensjahr.

Hereditare Pradisposition Eine familidre Haufung ist in 5-10 % aller Brustkrebser-
krankungen zu beobachten (Madigan et al., 1995). Etwa die Hélfte dieser Falle ist mit
einer Keimbahnmutation des Breast Cancer Gene 1 (BRCA1, Chr. 17921) oder des
Breast Cancer Gene 2 (BRCA2, Chr. 13q12.3) assoziiert (Miki et al., 1994; Venkita-
raman, 2002; Wooster et al.,, 1994). Diese Tumorsuppressorgene spielen eine Rol-
le bei der Transkriptionsregulation von DNA-Reparaturmechanismen. Tragerinnen ei-
ner Mutation des BRCA1 oder BRCA2 Gens haben eine 60-80 %ige Wahrscheinlich-
keit vor dem 45. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken. Weiterhin be-
steht far Tragerinnen einer BRCA1-Mutation ein 20-40 %iges und fur Tréagerinnen einer
BRCA2-Mutation ein 10-20 %iges Risiko ein Ovarialkarzinom zu entwickeln. Die erb-
liche Genese des Mammakarzinoms kann weiterhin auf Mutationen des TP53-Gens
(Chr. 17p13.1) im Rahmen eines Li-Fraumeni-Syndroms, Verdnderungen des ATM-
Gens (Chr.11g23, Ataxia teleangiectica) oder des PTEN-Gens (Chr. 10923, Cowden
Syndrom) zurtichzuflihren sein.

Hormonelle Faktoren Endogene und exogene Hormone spielen eine gesicherte Rol-
le bei der Entstehung des Mammakarzinoms (Yager and Davidson, 2006). Eine kumu-
lative Ostrogeneinwirkung durch eine friihe Menarche (< 12 Jahre), spate Menopause
(> 52 Jahre), spate Erstparitat (> 35 Jahre) oder Nulliparitat erhéhen nachweislich das
Brustrebsrisiko. Weiterhin fiihrten Hormonersatztherapien bei Frauen, die bereits an
einem Mammakarzinom erkrankt waren, zu einer signifikanten Risikoerhéhung fur die
Entwicklung eines Rezidivs (Holmberg and Anderson, 2004). Fir die Einnahme oraler
Kontrazeptiva konnte bislang keine eindeutige Risikosteigerung nachgewiesen werden.
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Reproduktive Faktoren Graviditat und Laktation wurden bislang als protektive Fak-
toren angesehen. Es wurde angenommen, daf3 bei der auf die Laktation folgenden
Involution, nicht nur etwa 95 % der Driisenepithelien durch Apoptose verloren gehen,
sondern ebenfalls Epithelzellen mit somatischen Mutationen durch diesen Mechanis-
mus eliminiert werden (Smalley and Ashworth, 2003). Neueren Erkenntnisse zufolge
allerdings muf3 Schwangerschaft in einigen Fallen als beglnstigender Faktor fir die
Entstehung maligner Brusttumore angesehen werden. Schwangerschafts-assoziierte
Mammakarzinome zeichnen sich durch einen besonders aggressiven Krankheitsver-
lauf mit friher Metastasierung und hoher Mortalitat aus (Daling et al., 2002). Als még-
liche Ursache wird die einer Wundheilung &hnliche inflammatorische Komponente der
Involution diskutiert.

Erndhrung Neben UbermaBigem Alkohol- und Nikotinkonsum trégt eine Erndhrung
mit hohem Fleisch- und Fettanteil zu der erhéhten Brustkrebsinzidenz der westlichen
Industrielander bei (Stewart and Kleihues, 2003). Zum einen kommt es insbesondere
durch FleischgenuB zu Sauerstoffradikalbildung, zum anderen fehlt es durch die h&u-
fig einseitige Erndhrung an Vitaminen und antioxidativen Substanzen. Weiterhin wur-
de Adipositas als Risikofaktor fir das postmenopausale Mammakarzinom identifiziert
(Adami and Trichopoulos, 2003).

2.1.3 Klassifikation des Mammakarzinoms

Die aktuell gultige Klassifikation der WHO (Tavassoli and Devilee, 2003) unterscheidet
invasive von nicht-invasiven in situ Karzinomen. Wéahrend invasive Karzinome in das
umgebende Gewebe infiltrieren, sind in situ Karzinome als maligne Tumorzellproliferate
ohne Durchbruch der Basalmembran und damit ohne Stromainvasion definiert.

2.1.3.1 In situ Karzinome

In situ Karzinome machen 5-30 % aller Mammakarzinome aus. Sie werden als poten-
tielle Vorlaufer invasiver Karzinome betrachtet. Man unterscheidet zwei unterschiedli-
che Formen: das Ductale Carcinoma In Situ (DCIS) und das Carcinoma Lobulare In
Situ (CLIS). Bei dem DCIS entstehen die Zellproliferate primar aus dem Drisenepi-
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thel terminaler duktulo-lobularer Einheiten (TDLUs). Sie kénnen sich segmental aus-
breiten und Brustdrisenldppchen im Rahmen einer lobuldren Kanzerisierung oder die
Mamillenregion miteinbeziehen (Morbus Paget). Man unterscheidet solide, kribriforme,
mikropapillare und papilldre Wachstumsmuster mit oder ohne Komedonekrosen. Die
jeweiligen Wachstumsmuster weisen Unterschiede hinsichtlich des DNA-Gehaltes, der
Proliferationsaktivitat, Hormonrezeptorausstattung und Potenz zur Stromainvasion auf.
Beispielsweise geht das intraduktale Karzinom vom Komedo-Typ mit einer schlechteren
Prognose einher. Haufig findet sich eine Uberexpression des HER2-Onkoproteins (Leal
et al., 1995). Nahezu 50 % der mikropapillaren, kribriformen und soliden intraduktalen
Karzinome weisen einen positiven Ostrogenrezeptor-Status auf, wihrend dies nur bei
20 % der Komedokarzinome der Fall ist (Claus et al., 2001). Zur Einschatzung des Re-
zidivrisikos wird eine Einteilung des DCIS anhand der Van-Nuys-Klassifikation durch-
geflihrt (s. Tab. 2.1).

Score 1 2 3

Grad non high grade  non high grade high grade
ohne Nekrosen  mit Nekrosen

GroBe (mm) 1-15 16-40 > 40

Resektionsrand (mm) > 10 1-9 <1

Alter (Jahre) > 60 40-60 <40

VNPI Grad

Grad 1 (4-6 Punkte) geringes Rezidivrisiko, keine Behandlung

Grad 2 (7-9 Punkte) mittleres Rezidivrisiko, Strahlentherapie

Grad 3 (10-12 Punkte) hohes Rezidivrisiko, Mastektomie

Tab. 2.1: Van-Nuys-Prognose-Index (Silverstein and Buchanan, 2003). Einschatzung des
Rezivrisikos bei DCIS anhand eines additiven Scores. In die Beurteilung gehen ein Kerngrading,
Komedonekrosen, Alter der Patientin bei Erstdiagnose, GréBe des DCIS-Herdes und operativer
Resektionsrand.

Entsprechend ihres Kerngradings werden DCIS in high grade und non high grade Kar-
zinome mit oder ohne Komedonekrosen unterschieden. Weitere Kriterien bei der Beur-
teilung duktaler in situ Karzinome stellen das Alter der Patientin bei Erstdiagnose, die
GréBe des DCIS-Herdes und der operative Resektionsrand dar. Klinisch weisen Pati-
entinnen mit DCIS, die den Gruppen 1 und 2 zugeordnet werden kdnnen, signifikant
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seltener intramammaére Rezidive auf als Patientinnen der Gruppe 3.

Als LCIS wird die neoplastische Proliferation monomorpher Tumorzellen bezeichnet,
die sich intralobular ausbreiten, die Drisenldppchen durch locker aggregierte Zellver-
bande ausflllen und keine Stromainvasion zeigen. Die genaue Haufigkeit des LCIS ist
nicht bekannt, da es sich meist um eine nicht palpable Lasion handelt, die nur selten zu
Kalzifikationen fihrt und deshalb im Allgemeinen nur zufallig im Brustdriisengewebe,
das zur Abklarung anderer Auffalligkeiten enthommen wurde, entdeckt wird. Retrospek-
tive Studien gehen von einer Haufigkeit zwischen 0,6 und 3,9 % aus. Die besondere
Problematik des LCIS besteht in seiner Neigung zu multizentrischem und bilateralem
Auftreten (Rosen et al., 1981).

Invasives duktales Karzinom, not otherwise specified (NOS)
Invasives lobulares Karzinom
Tubuléres Karzinom

Invasives kribriformes Karzinom
Medullares Karzinom

Muzindse Karzinome
Neuroendokriner Tumor

Invasives papillares Karzinom
Invasives mikropapillares Karzinom
Apokrines Karzinom

Metaplastisch Karzinom

Lipidreiches Karzinom

Sekretorisches Karzinom

Onkozytares Karzinom
Adenoid-zystisches Karzinom
Azinuszell-Karzinom

Glykogenreiches klarzelliges Karzinom
Talgdrliisenkarzinom
Inflammatorisches Karzinom

Morbus Paget der Mamille

Tab. 2.2: WHO-Klassifikation der invasiven Mammakarzinome
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2.1.3.2 Invasive Mammakarzinome

Bei dem invasiven Mammakarzinom handelt es sich um einen infiltrativ wachsenden,
malignen Tumor epithelialer Herkunft. Die WHO klassifiziert histologische Subtypen,
die sich hinsichtlich Verlauf, Prognose und Therapie voneinander unterscheiden (s. Tab.
2.2). Das duktal-invasive Mammakarzinom ist mit 65-80 % das h&ufigste Mammakarzi-
nom. Tumorzellen mit glandularem, trabekularem oder solidem Wachstumsmuster pra-
gen das histologische Bild des Tumors. Mit 10-15 % ist das invasiv-lobuldare Mamma-
karzinom der zweithdufigste maligne Tumor der weiblichen Brustdrise. Histologisch
zeigt sich ein dissoziiertes Wachstum der Tumorzellen bedingt durch eine Mutation des
E-Cadherin-Gens mit Verlust der Expression des Adhasionsmolekiils . Weitere Karzi-
nomformen stellen das tubulare (1-15 %), das medullare (3 %), das papillare (1-7 %)
und das muzinése Mammakarzinom(1-2%) dar. Alle Gbrigen Untergruppen treten mit
einer Haufigkeit von weniger als 1 % auf.

2.1.4 Prognostische Faktoren

Ein Prognosefaktor beschreibt definitionsgeman einen MeBwert, der mit dem krank-
heitsfreien Uberleben oder dem Gesamtilberleben zum Zeitpunkt der Primaroperation
ohne adjuvante Systemtherapie korreliert. Er korreliert somit mit dem nattrlichen Ver-
lauf der Erkrankung unabhangig von der gewahlten Therapie. Fir das invasive Mam-
makarzinom wurde 1994 durch das College of American Pathologists eine Subklassifi-
zierung der relevanten Prognosefaktoren durchgefihrt (Hermanek et al., 1995):

Gruppe I: Histologischer Typ, TNM-Klassifikation, Grading, Hormonrezeptoren
Gruppe lla: Proliferationsmarker (Ki67), Mitose-Index

Gruppe llb: TP53, HER2-Neu, Angioinvasion

Gruppe llI: weitere Faktoren

In Ubereinstimmung mit den Consensus Statements der National Institutes of Health
(NIH 2000), der American Association of Clinical Oncology (ASCO 1996) und der Eu-
ropean Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC 1995) basieren
die aktuellen Therapieempfehlungen auf den Faktoren der Kategorie |. Sie entsprechen
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den etablierten Prognosefaktoren. Faktoren der Ubrigen Gruppen werden als zusétzli-
che Hilfsparameter verwendet oder sind Gegenstand aktueller Forschung.

Histologischer Typ Verglichen mit dem invasiv-lobularen Mammakarzinom hat das
invasiv-duktale Mammakarzinom eine etwas schlechtere Prognose. Seltenere Subty-
pen wie das muzindse, medulldre, tubulare und das papillare Karzinom zeichnen sich
durch eine bessere Prognose als das invasiv-duktale Karzinom aus (Ellis et al., 1992).

pT Priméartumor
pTX Nicht beurteilbar
pTO Kein Anhalt far Prim&rtumor
pTis Carcinoma in situ
Tis (DCIS)
Tis (CLIS)
pT1 Tumor <2 cm
pT1mic Mikroinvasion < 0,1 cm
pTla<0,5cm

pTib>0,5cm,<1cm
pTic>1cm,<2cm

pT2 Tumor >2cm,<5cm

pT3 Tumor > 5 cm

pT4 Tumor mit Ausdehnung auf Haut oder Brustwand
PN Regionédre Lymphknoten

pNX Nicht beurteilbar

pNO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
pN1mic Mikrometastasen > 0,2 mm, <2 mm

pN1 Metastasen in 1-3 ipsilateralen LK

pN2 Metastasen in 4-9 ipsilateralen LK

pN3 Metastasen > 10 ipsilateralen LK, oder klinisch auffallig
pM Fernmetastasen

pMX Nicht beurteilbar

pMO Keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen

Tab. 2.3: TNM-Klassifikation
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Tumor-Staging In die Beurteilung des Mammakarzinoms nach der TNM-Klassifikation
(American Joint Committee on Cancer, 2002) gehen die Ausdehnung des Primartu-
mors, der Befall regionarer Lymphknoten sowie das Auftreten von Fernmetastasen ein.
Das Préfix ,p“ beschreibt die Klassifikation anhand des postoperativen, histopathologi-
schen Befundes. Der Befall axillarer Lymphknoten stellt den starksten prognostischen
Faktor dar. Die rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate bei nodal-negativem Status liegt
bei ca. 80 %, bei Lymphknotenbefall dagegen bei nur noch 20 % (Hilsenbeck et al.,
1998). Das Risiko eines Rezidivs steigt weiterhin mit dem Durchmesser des Primar-
tumors. Mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen bei der Diagnosestellung ver-
schlechtert sich die Prognose eklatant (Carter et al., 1989).

Score  5-Jahres Uberlebensrate

Tubulare Differenzierung

>75%

10-75 % 2
<10% 3
Kernpleomorphie

Kleine, monomorphe Zellen 1
Moderate GréBBenvarianz 2

Ausgepragte GrdéBenvarianz 3

Mitosen (pro 10 HPF)

<7 1
8-14 2
>15 3

Finaler histologischer Grad

Grad 1 (3-5 Punkte) 90 %
Grad 2 (6-7 Punkte) 75 %
Grad 3 (8-9 Punkte) 50 %

Tab. 2.4: Histologisches Grading nach Bloom-Richardson.

Histologisches Grading Neben dem TNM-Status spielt das histologische Grading
die gréBte Rolle als prognostischer Faktor. Es korreliert eng mit dem Differenzierungs-
grad des Karzinoms, dem Lymphknotenstatus, der Rezidiv- und Uberlebensrate (Elston
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and Ellis, 1991). Wéahrend Karzinome mit guter Differenzierung (G1) eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von etwa 90 % aufweisen, betragt sie bei Tumoren méaBiger (G2) und
schlechter Differenzierung (G3) nur noch 75 % bzw. 50 %. Die Beurteilung erfolgt
gemal dem Standard nach Elston und Ellis modifiziert nach Bloom und Richardson
(Bloom and Richardson, 1957) (Tab. 2.4). Neben dem Ausmaf der tubularen Differen-
zierung eines Tumors gehen der Grad der Kernpleomorphie und die Mitoserate in die
Beurteilung ein.

Hormonrezeptorstatus Der Ostrogen (ER) - und Progesteronrezeptor (PR) zahlen
zu den Steroidrezeptoren und sind in die Zellwachstumsregulation involviert. Wah-
rend ein positiver Hormonrezeptorstatus mit einer hohen histologischen Differenzie-
rung, einem negativen Lymphknotenstatus, einem diploiden DNA-Gehalt, einer gerin-
gen Zellproliferationsrate und einem gunstigeren klinischen Verlauf assoziiert ist, wei-
sen ER/PR-negative Karzinome einen aggressiveren Krankheitsverlauf, Amplifikatio-
nen von HER2 und c-myc sowie Mutationen des TP53-Gens auf (Locker, 1998; Os-
borne, 1998). Weiterhin z&hlt der Hormonrezeptorstatus zu den pradiktiven Faktoren,
die den Erfolg einer adjuvanten, anti-6strogenen Therapie abschéatzen lassen. In An-
betracht dieser zuséatlichen Therapieoption gehdrt die Bestimmung des ER- und PR-
Status zum diagnostischen Standard.

HER2 Status Das HER2/neu (synonym: erbB2) -Onkoprotein ist ein transmembra-
néser Wachstumsfaktorrezeptor vom Tyrosinkinase-Typ. Es hat eine Schlisselfunkti-
on bei der Regulation von Zellwachstum und Differenzierung. Rund 20-30 % aller in-
vasiven Mammakarzinome weisen eine HER2-Uberexpression auf (Kallioniemi et al.,
1992). Diese ist verbunden mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, fehlender Ex-
pression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren, einer erhdhter Anzahl befallener
axillarer Lymphknoten und einem ungunstigen klinischen Verlauf. Rekombinante, mo-
noklonale Antikérper gegen HER2 (Herceptin™) haben sich als effektiver Inhibitor in
der Tumortherapie erwiesen. Bei einer Behandlung mit Herceptin™wird eine langere
progressionsfreie Zeit sowie ein verbessertes Gesamtiberleben beschrieben (Vogel
et al., 2001).
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Lymphangiosis carcinomatosa und Angioinvasion Die Invasion des Tumors in
umgebende Blut- oder Lymphgefée geht mit einem erhéhten Rezidivrisiko einher (Ka-
to et al., 2003). So konnte in einer multivarianten Analyse die LymphgefaBinvasion als
unabhangiger Faktor fiir das krankheitsfreie Uberleben und fiir das Gesamtiiberleben
ermittelt werden (Schoppmann et al., 2004). Insbesondere die GefaBinvasion wird bei
der Risikoklassifikation nodalnegativer Patientinnen eingesetzt.

Proliferationsmarker Ki67 Ki67 ist ein Zellproliferation-assoziiertes Antigen, welches
in allen Phasen des Zellzyklus mit Ausnahme der GO-Phase ruhender Zellen exprimiert
wird (Gerdes et al., 1983). Es beschreibt somit die Wachstumsaktivitat einer Zelle und
wurde als unabhangiger Prognosefaktor fiir den Krankheitsverlauf des Mammakarzi-
noms beschrieben. Ein hoher Ki67-Index wurde mit einem erhdhten Rezidivrisiko und
einer schlechteren Uberlebensrate in Verbindung gebracht (de Azambuija et al., 2007)

TP53 und pRb Neben BRCA1 und BRCA2 sind Mutationen der Tumorsuppressorge-
ne TP53 (Tumorprotein 53, Chr.17p13.1) und Rb (Retinoblastoma-Gen, Chr. 13g14.2)
ebenfalls mit der Entstehung von Bruskrebs assoziiert. Die Mutationsrate des TP53-
Gens betragt bei Mammakarzinomen 25 % und korreliert mit einem progressiven Krank-
heitsverlauf sowie einer reduzierten Uberlebenszeit (Gasco et al., 2002). Zusatzlich
sind Mammakarzinome mit TP53-Mutation mit einer schlechten Differenzierung, hohen
Mitoseraten, negativem Hormonrezeptorstatus, aneuploidem DNA-Gehalt und einem
hohen Prolifertationsindex assoziiert (Bhargava et al., 1994; Barresen-Dale, 2003). Ei-
ne verringerte Expression des pRb durch loss of heterozygosity (LOH) ist Gber eine
erh6hte Proliferationsrate und eine schlechtere Prognose hinaus mit dem basalen Sub-
typ des Mammakarzinoms vergesellschaftet (Herschkowitz et al., 2008).

Zytokeratinexpression Das Zytoskelett der Zelle besteht aus drei unterschiedlichen
Fasersystemen, die entsprechend ihres Durchmessers in Mikrofilamente (5-6 nm), In-
termediéarfilamente (7-11 nm) und Mikrotubuli (20-26 nm) eingeteilt werden. Neben Des-
min, Vimentin, Gliafilamentprotein und einigen weiteren Proteinen besteht die Gruppe
der Intermediarfilamente hauptsachlich aus Zytokeratinen (CK). Sie stellen eine Grup-
pe wasserunléslicher Filamentproteine dar, die Bestandteil des Zytoskeletts epithelialer
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Zellen sind. Gelelektrophoretisch wurden bisher 20 verschiedene Zytokeratine charak-
terisiert, die sich aufgrund ihrer molekularen Charakteristika in basische und saure Un-
terfamilien aufteilen lassen (Moll et al., 1982):

Typ |: saure Zytokertine (CK 9-20)

Typ Il: neutral/basische Zytokeratine (Ck 1-8)

Typ | und Typ Il Zytokeratine werden jeweils paarweise exprimiert und bilden Hetero-
dimere, die sich in einem zweiten Schritt zu Tetramer-Komplexen zusammenlagern.
Entsprechend ihrer gewebstypischen Verteilung unterscheidet man hochmolekulare,
plattenepitheliale Zytokeratine (Typ I: Ck 9-17, Typ II: Ck1-6) von niedermolekularen,
zylinderepithelialen Zytokeratinen (Typ I: Ck 18-20, Typ Il: Ck 7,8). Physiologisch expri-
miert das Brustdriisengewebe ein spezifisches Zytokeratinmuster aus zylinderepithelty-
pischen Zytokeratinen (CK7, CK8, CK18 und CK19) selektiv in luminalen Epithelzellen
und plattenepitheltypischen Zytokeratinen (CK5, CK14, CK15 und CK17) in den Ba-
salzellen. Im Jahre 2000 stellten Perou et al. eine innovative Subtypisierung humaner
Mammakarzinome mittels Genexpressionsanalysen vor (Perou et al., 2000). Die Ein-
teilung erfolgte dabei in vier Kategorien: luminal, normal-like, basal und HER2-positiv.
Wéhrend luminale Tumore, die sich durch die Expression luminaler Keratine auszeich-
neten neben einer hohen ER-Expression vor allem eine vergleichsweise gute Prognose
aufwiesen, war der basale Subtyp mit einer ausgesprochen schlechten Prognose as-
soziiert (Serlie et al., 2001).

2.2 Entwicklung des invasiven Mammakarzinoms

Bei der Karzinogenese handelt es sich um einen komplexen, mehrstufigen Prozess,
bei dem es zu einer Transformation normaler Zellen zu malignen Tumorzellen kommt.
Das Dreistufenmodell nach Bishop und Weinberg beschreibt eine vereinfachte Darstel-
lung und unterteilt den Mechanismus der Tumorentstehung in Initiation, Promotion und
Progression (Bishop, 1987; Weinberg, 1989). Demnach erféhrt die Zelle wahrend der
Initiation eine von einem Karzinogen ausgeldste Mutation. Wird diese Mutation nicht
per DNA-Reparatur beseitigt oder die Zelle mittels Apoptose eliminiert, persistiert sie.
Handelt es sich bei dem betroffenen Gen um ein Tumorsupressorgen, welches fir die
Kontrolle des Zellzyklus und der Zellteilung zustandig ist, kann dies zu einem Funk-
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tionsverlust flhren. In einem zweiten Schritt erfahrt die initiierte Zelle wahrend der Pro-
motion einen Wachstumsstimulus. Sie gibt ihre geschadigte DNA an die Tochterzelle
weiter und weist wéahrend der Proliferation selbst instabiles Erbgut auf. Das Risiko fiir
weitere Mutationen steigt. Durch den stetigen Wachstumsreiz und die Zellproliferation
entsteht ein préneoplastischer Fokus. Nach Akkumulation weiterer Mutationen findet
die eigentliche maligne Transformation statt. Die Zelle ist nun potentiell bdsartig, teilt
sich ohne Unterbrechung und wird immortal. Zahlreiche Zellteilungen fuhren zum Auf-
bau einer Tumormasse und es kommt zu einer zunehmenden Entdifferenzierung der
Zellen. Wahrend der Progression, der letzten Stufe der Tumorgenese, entfalten die Tu-
morzellen ihr gefahrliches Potential durch Metastasierung.

Klassische Modelle zur Karzinogenese des invasiven Mammakarzinoms gehen von ei-
ner schrittweisen Entdifferenzierung benigner Vorstufen analog zu der Adenom-Karzi-
nom-Sequenz des Kolonkarzinoms aus (Fearon and Vogelstein, 1990). Entsprechend
dieses Modells kommt es wahrend der Progression zu einer Akkumulation genetischer
Alterationen, welche die weitere Entdifferenzierung vorantreiben (Allred et al., 1993;
Shackney and Silverman, 2003). Insbesondere die Uberexpression von Onkogenen
bzw. die Mutation von Tumorsupressorgenen konnte als fiir die Tumorentstehung wich-
tiger Faktor belegt werden. Anhalt fUr eine lineare Tumorprogression uber Vorlaufer-
lasionen gab die Beobachtung, daf3 neben in situ Karzinomen eine Reihe benigner,
proliferativer Brustdriisenlasionen mit einem erhéhten Risiko fir die Entstehung eines
invasiven Mammakarzinoms einhergeht (Dupont and Page, 1985; Tavassoli and Norris,
1990). So ist die einfache duktale Hyperplasie (UDH) mit einem 2-fach erhdhten Brust-
krebsrisiko, die atypische duktale Hyperplasie (ADH) mit einem 4-fach erhdhten Risiko
assoziiert, wahrend das DCIS mit einem 8-10-fachen und das CLIS mit einem 10-11-
fachen Risiko einer Mammakarzinomentstehung vergesellschaftet ist. Zudem konnten
diese Verdnderungen in Brustdriisen mit einem invasiven Mammakarzinom gehuft de-
tektiert werden (Jensen et al., 1976).

Neuere Forschungsergebnisse haben fundierten Anlass zu einer Neuinterpretation der
gangigen Progressionsmodelle gegeben und teils bereits zu einem Paradigmenwech-
sel gefuhrt. Insbesondere die Ergebnisse molekulargenetischer Analysen wie z.B Ge-
webemikrodissection (Emmert-Buck et al., 1996), DNA Amplifikation (Lage et al., 2003;
Stoecklein et al., 2002; Telenius et al., 1992) und der Genomanalyse (comparative ge-
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nomic hybridization (CGH), loss of heterozygosity (LOH), Genexpressionsnalysen) ha-
ben zu komplexeren Modellen mit unterschiedlichen Progressionszweigen gefiihrt (Bu-
erger et al., 1999; Ma et al., 2003; O’Connell et al., 1998). Obwohl die Klassifikation des
Mammakarzinoms nach wie vor anhand des histologischen Subtyps durchgefiihrt wird,
stellt sich zunehmend heraus, da3 das Grading von weit hdherer prognostischer Re-
levanz ist. Molekulare Untersuchungsmethoden bestatigen, daf3 das Grading das Aus-
maf genetischer Aberrationen besser widerspiegelt als andere klinisch-pathologische
Parameter (Buerger et al., 2001; Roylance et al., 1999). So gehen gut differenzierte
(G1) und tubulare Mammakarzinome mit einer geringen Anzahl genetischer Aberra-
tionen und einem rekurrenten Verlust von 16q einher, wahrend schlecht differenzierte
Karzinome (G3) komplexe Genotypen mit einem hochfrequenten Verlust von 11q, 14q,
8p, 139, einem Zugewinn von 17q, 8q, 5p sowie Amplifikationen in 17q12, 17g22-24,
6022, 8922, 11913 und 20q13 aufweisen (Roylance et al., 1999). Zudem findet sich der
far gut differenzierte Karzinome typische Verlust von 16q sehr selten in schlecht diffe-
renzierten Tumoren. Aufgrund dieser unterschiedlichen molekularen Profile wird davon
ausgegangen, daf3 eine Progression von gut zu schlecht differenzierten Mammakarzi-
nomen ein eher seltenes Ereignis darstellt (Buerger et al., 2001; Roylance et al., 1999).
Genexpressionsanalysen geben weitere Einblicke in die Systematik der Mammakar-
zinomklassifizierung. So wurden entsprechend ihres Genexpressionsprofils vier Kate-
gorien unterschieden: luminale, HER-2-positive, basale, und normal breast-like Karzi-
nome (Perou et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass diese Kategorisierung die
jeweilige Prognose widerspiegelt: wahrend HER-2-positive oder basale Karzinome ei-
ne schlechtere Prognose haben, zeigen luminale oder normal breast-like Tumore einen
besseren Verlauf (Sgrlie et al., 2001). Fundamental scheint hier fiir die Kategorisie-
rung neben dem Tumorgrading der Hormonrezeptorstatus zu sein. So zahlen ER- und
PR-positive Karzinome ohne Nachweis einer HER2 Amplifikation zu den luminalen, gut
differenzierten Karzinomen mit nur geringer genomischer Instabilitdt und einem hdu-
figen Verlust von 16q. Es wird angenommen, dass diese Karzinome aus low grade
DCIS entstehen, die haufig ahnliche genetische Konstellationen aufweisen (Reis-Filho
and Lakhani, 2003). Andererseits werden high grade DCIS als Vorlauferlasionen des
schlecht differenzierten Mammakarzinoms betrachtet. Interessanterweise zeigen ADH
ebenfalls haufig einen Verlust des 16q auf und weisen &hnliche Immunoprofile wie low
grade DCIS auf (Reis-Filho and Lakhani, 2003; Shackney and Silverman, 2003). Bei
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der UDH finden sich dagegen kaum Ubereinstimmungen, was zu der Annahme filhrte,
dass sie keinen direkten Vorlaufer der ADH darstellen wie urspringlich angenommen
(Reis-Filho and Lakhani, 2003; O’Connell et al., 1998). Die Definition einer Vorlauferla-
sion fur das high grade DCIS ist bislang nicht gelungen.

Die biologische Heterogenitat des Mammakarzinoms ist in den vergangenen Jahren
insbesondere durch die Weiterentwicklung molekularer Methoden deutlich geworden.
Folglich wird das klassische lineare Progressionsmodell zunehmend durch die Vorstel-
lung abgeldst, dalB eine komplexe Haufung genetischer Alterationen zu unterschiedli-
chen Entwicklungszweigen fiihrt. So wird von der Existenz eines eher hoch differen-
zierten Zweiges ausgegangen, welchem die ADH, das low grade DCIS und gut dif-
ferenzierte Karzinome anzugehéren scheinen, wahrend dem schlecht differenzierten
Entwicklungszweig das high grade DCIS und G3-Mammakarzinome zuzuordnen sind
(Simpson et al., 2005). Eine wichtige Rolle bei der Unterscheidung wird dem Hormon-
rezeptorstatus, dem HER2-Status und dem Proliferationsindex eingerdumt. Diese Ent-
wicklungen auf dem Gebiet der Mammakarzinomentstehung sind von entscheidender
klinischer Relevanz und nehmen Einflu3 auf die Prognose und therapeutische Entschei-
dungen bei der Behandlung des Mammakarzinoms.

2.3 Mausmodelle zur Progression des invasiven
Mammakarzinoms

Tiermodelle haben in den vergangenen Jahren wesentlich zum Verstandnis von Krank-
heitsprozessen beigetragen. Im Vergleich zu genetisch sehr heterogenen Patientenpro-
ben, die meist nur eine Momentaufnahme ohne mdogliche Verlaufskontrolle darstellen,
bieten Tiermodelle den Vorteil genetisch homogener Populationen mit hohen verflgba-
ren Fallzahlen, der M&glichkeit der Verlaufsbeobachtung und der Durchflihrung funktio-
neller Versuche. Bei der Erforschung maligner Brusttumore bieten Tiermodellen insbe-
sondere die Méglichkeit die Brustkrebsentstehung und Progression unter dem Einfluf3
von Hormonen und physiologischen, involutions-assoziierten Remodelling-Prozessen
zu untersuchen.



2. Einleitung 16

2.3.1 Aufbau und Entwicklung der murinen Brustdriise

Die Maus (Mus musculus) besitzt finf Brustdrisenpaare (Abb. 2.1). Diese entstehen
entlang der MilchdrUsenleisten. Das erste Drisenpaar befindet sich in der zervikalen
Region nahe der Glandula parotis. Die beiden thorakalen Paare Uberlappen sich im Be-
reich des Brustkorbs. Die gréten Brustrisen finden sich abdominal und stehen Uber
eine schmale Gewebebriicke mit den inguinalen Driisen der Leistenregion in Verbin-
dung. Im Folgenden sollen die einzelnen Phasen der murinen Brustdrisenentwicklung
dargestellt werden.

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Topographie muriner Brustdriisen. Die weibliche
Maus besitzt fiinf Brustdrisenpaare. Zervikale(1), thorakale(2 und 3), abdominale(4) sowie in-
guinale(5) Brustdriisen. Modifiziert nach Snell (Snell, 1941).

Embryonale Phase Zu Beginn der Embryonalentwicklung wandern ektodermale Zel-
len entlang der Milchleisten in das umgebende Mesenchym und bilden Knospen aus.
Bis zur Geburt wachsen diese Knospen und formen einen rudimentaren Driisenkdrper.
Er besteht aus einem primdren Dukt mit wenigen Verzweigungen sowie dem umlie-
genden Fettgewebe. In der Zeit nach der Geburt kommt es vorerst zu keiner weiteren
Differenzierung dieser rudimentaren Epithelanlage.
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Pubertat Im Alter von etwa drei Wochen beginnt mit dem Einsetzen der zyklischen
Gonadotropinsekretion und unter der Einwirkung von Ostrogen die duktale Wachs-
tumsphase der Brustdrisen (Daniel and Silberstein, 1987). An den distalen Enden
der rudimentaren Dukte werden Knospen, die sogenannten Terminal End Buds (TEBs)
sichtbar, welche aus multiplen, epithelialen Zellschichten bestehen. Die duB3erste der
Zellschichten wird von undifferenzierten und pluripotenten Stammzellen, den Cap cells
gebildet. Von ihnen geht das Langenwachstum und die Verzweigung der Dukte aus. Bis
zu einem Alter von 10-12 Wochen verzweigen sich die Dukte in sekundare und tertiare
Gangstrukturen und fillen den gesamten Fettkdrper aus. Erreichen die TEBs die Gren-
zen des Fettgewebes und somit das umgebende Bindegewebe, wird zum einen die
weitere Proliferation gestoppt, zum anderen findet eine Differenzierung statt. Die Cap
cells bilden ein einschichtiges Epithel und myoepitheliale Zellen aus, die das Epithel
umschlieBen. Desweiteren werden die terminalen Dukte von Stroma und einer Basal-
membran, gebildet durch das Myoepithel umgeben (Williams and Daniel, 1983). Die
zyklische Sekretion von Hormonen durch die Ovarien wéahrend jedes Ostrus fiihrt zu
einer weiteren Differenzierung der terminalen Dukte zu rudimentéren Alveolen (Andres
and Strange, 1999).

Schwangerschaft und Laktation Die vollstandige Differenzierung des Brustdriisen-
gewebes findet wahrend der 19-21 Tage dauernden Schwangerschaft statt (Nandi,
1958). Unter dem EinfluB von Progesteron kommt es initial zu einer ausgepragten Pro-
liferation der alveolaren Knospen. Das Verhaltnis epithelialer Zellen zu Adipozyten ver-
schiebt sich zugunsten des Drisenkdrpers und Kapillaren sprie3en in das umgeben-
de Bindegewebe ein. Innerhalb der zweiten Schwangerschaftshélfte, der sogenannten
lobulo-alveolaren Phase, differenzieren die alveolaren Knospen zu reifen Alveolen, die
von einer kontinuierlichen Schicht myoepithelialer Zellen umgeben sind. Erst kurz vor
der Geburt der Jungtiere beginnt innerhalb der alveoldren Epithelzellen die Milchsyn-
these. Es kommt zu einer Vermehrung des rauhen endoplasmatischen Retikulums und
einer Expansion des Golgi-Apparates (Mather and Keenan, 1998). Der Ubergang in die
Laktationsphase erfolgt mit der Geburt. Die mit Milchproteinen und Lipiden gefuliten,
intrazellularen Vesikel werden nun in die Lumina sezerniert.
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Schwangerschaft

Embryonales Nullipares
Stadium Pubertat Stadium

Involution

Laktation

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus der murinen Brustdriise. Mo-
difiziert nach Hennighausen und Robinson (Hennighausen and Robinson, 2005)

Involution Nach Abschluf3 der etwa dreiwdchigen Laktationsphase durchlauft die Brust-
drUse einen zweiphasigen Prozess der Rickbildung, die sogenannte Involution. Diese
wird durch Milchakkumulation eingeleitet sobald die Jungtiere nicht mehr sdugen (Quar-
rie et al., 1996). In den ersten 48 Stunden nach Absetzen der Jungtiere ist der Ablauf
der Involution noch reversibel (Li et al., 1997). Bis auf eine Abflachung der Epithelien in-
folge der Milchstase erscheinen die Alveolen morphologisch intakt. Erst am dritten Tag
der Involution kommt es irreversibel zu einer massiven Apoptose der alveolaren Epi-
thelzellen und somit zur Zerstérung der alveolaren Strukturen. Wahrend apoptotische
Zellen von benachbarten Epithelzellen oder Makrophagen abgeraumt werden, expan-
dieren die verbliebenen Adipozyten und das umgebende Bindegewebe (Fadok, 1999).
Durch diesen lipomatésen und bindegewebigen Umbau der Brustdriise wird im Laufe
der etwa 21 Tage dauernden Involution ein Zustand erreicht, der morphologisch der
postpubertaren virginen Brustdriise ahnelt.
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2.3.2 Das WAP-T transgene Mausmodell

Bei dem hier beschriebenen WAP-T-transgenen Mausmodell handelt es sich um ein
Modell mit induzierbarer Transgenexpression. Erst gegen Ende der Schwangerschaft
wird die frihe Region des SV40 Genoms unter der Kontrolle des whey acidic protein
(WAP)-Promotors gewebespezifisch in Epithelzellen der Brustdriise exprimiert (Schulze-
Garg et al., 2000). Als Folge der Transgenexpression entwickeln die Tiere intraepi-
theliale Neoplasien, welche eine gro3e morphologische Ahnlichkeit zu humanen DCIS
aufweisen. Sie bieten kribriforme, solide, papilldre und ,clinging“-artige Wachstumsmu-
ster und haben weiterhin die Fahigkeit zur Progression. Aus ihnen entstehen invasive
Adenokarzinome vom gut differenzierten (G1) Typ mit zumeist tubularem, trabekula-
rem oder papillarem Wachstumsmuster, sowie masig (G2), schlecht (G3) und seltener
undifferenzierte (G4) Tumoren.

Frithe Region des SV40 Virus Das Simian Virus 40 (SV40) gehért zu den Polyo-
maviren. Wahrend des friilhen Stadiums seiner Replikation wird die ,frihe* Genregion
der viralen DNA transkribiert. Diese Genregion kodiert flr das groBe T-Antigen (LT),
das kleine T-Antigen (st) und das 17KT Protein. 17kT und st entstehen hierbei durch
alternatives SpleiBen der ,frihen“ SV40 RNA. Da LT, st und 17kT in der Lage sind
Zellen in Kultur zu transformieren, werden sie als Onkogene eingestuft. Die transfor-
mierende Eigenschaft des LT beruht auf der Komplexierung und Inaktivierung zellu-
larer Proteine. Zu diesen Proteinen gehéren die Tumorsuppressor-Proteine pRb und
TP53. Durch ihre Bindung an LT kommt es zu einer funktionellen Inaktivierung der
Proteine, die flur die Zelle eine Null-Situation simuliert (Sheng et al., 2000; Voorhoe-
ve and Agami, 2003). pRb hemmt die E2F-abhangige Transkription zahlreicher Gene,
deren Produkte fiir die DNA-Synthese bendtigt werden (Bartek et al., 1997). TP53 ist
entscheidend an der Regulation des Kontrollpunktes beteiligt, der das Wachstum von
Zellen mit geschadigter DNA in der G1 Phase arretiert. Als Transkriptionsfaktor akti-
viert TP53 Zellzyklusinhibitoren, Apoptose-Induktoren und DNA-Reparatur Gene um
eine Replikation geschadigter DNA zu verhindern. Ein fur die Tumorentstehung wichti-
ger Aspekt der TP53-Komplexierung durch LT ist die Endoreplikation, welche zuerst zu
tetraploiden und anschlieBend zu aneuploiden Zellen fuhrt (Ramel et al., 1995). Sind
pRb und TP53 funktionell inhibiert kommt es zu einem Eintritt der Zelle in die S-Phase
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und eine Steigerung der Proliferationsrate ist die Folge. Durch eine Bindung an pp2A
tréagt st zu der Transformation der Zelle bei. Die Phosphatase-Aktivitat des pp2A wird
inhibiert, was zu einer konstitutiven Aktivierung des Wnt-Signalweges fiihrt (Ali-Seyed
et al., 2006; Chen et al., 2004). Die genauen Mechanismen der Transformation durch
17KT sind nicht geklart. Allerdings scheint es, die Menge an pRb zu reduzieren und die
Zellzyklus-Progression zu stimulieren (Boyapati et al., 2003).

Abb. 2.3: EinfluB des SV40 T-Antigens auf den Zellzyklus. LT komplexiert und inaktiviert
TP53 und pRb. Geschadigte Zellen werden nicht mehr in der G1-Phase arretiert, treten in die
S-Phase ein und proliferieren.
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WAP-Promotor WAP-T transgene Mause tragen die ,friihe” Region des SV40 Gens
unter der Kontrolle des murinen WAP-Promotors. Dieser wird gegen Ende der Schwan-
gerschaft, ab dem 15. Tag nach Vaginalpfropfbildung und wahrend der Laktation in Epi-
thelzellen der murinen Brustdriise durch laktotrophe Hormone wie Prolaktin und Ostro-
gen, allerdings in seltenen Félle auch durch Hydrokortison und Insulin induziert (Pittius
et al., 1988). Die Kopplung des Transgens an den WAP-Promotor fand mit dem Ziel ei-
ner zeitlich und lokal definierten Transgenexpression nach Induktion durch Verpaarung
in den Epithelien der terminalen Drisenendstiicken sowie den duktalen Epithelzellen
statt.

Balb/c Hintergrund Das WAP-T Mausmodell wurde in M&usen des C57BL/6 Inzucht-
stamms etabliert und anschlieBend in einen Balb/c Hintergrund zurlickgekreuzt. M&u-
se des Balb/c Stamms tragen eine Pradisposition fiir Mammakarzinome (Kuperwasser
et al., 2000; Sherr, 2001). Eine Punktmutation im Cdkn2a-Lokus wirkt sich hierbei auf
zwei Gene mit Uberlagernden Leserastern aus: p16 (INK4a, Inibitor von CDK4) und
ARF (alternative reading frame, p19). In seiner unbeeintrachtigen Funktion inhibiert
p16 die Cyclin-abhangige Kinase CDK4 und unterbindet somit die Phosphorylierung
des pRb Proteins. Dies fuhrt zu einem Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase. Punktmu-
tiertes p16 hat eine reduzierte Aktivitat (Zhang et al., 1998). Interessanterweise ist die
Inaktivierung von p16 durch Mutation oder Hypermethylierung in humanen normalen
Brustdriisenepithelien und frihen pramalignen Lasionen haufig anzutreffen (Crawford
et al., 2004). Sie stellen somit die ersten genetischen Aberrationen in der Mammakar-
zinogenese dar. Die Funktion des ARF-Proteins scheint durch die Mutation nicht beein-
tréachtigt zu sein. Zwei weitere Punktmutationen im Prkdc-Lokus begtinstigen allerdings
die Entstehung maligner Tumore der Brustdriisen. Das betroffene Protein ist an der
Reparatur von DNA-Doppelstrangen beteiligt und sein Verlust flhrt zu einer erhéhten
genomischen Instabilitat (Yu et al., 2001).



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Mammalia

Die Versuchstiere wurden in der tierexperimentellen Einrichtung des Heinrich-Pette-
Instituts unter spezifisch pathogenfreien (SFP) Bedingungen gehalten. Alle Experimen-
te unter Verwendung von Versuchstieren wurden durch die Behérde fur Arbeit, Gesund-
heit und Soziales (BAGS) Hamburg genehmigt.

Folgende Mauslinien werden verwendet:

1. WAP-T1/BALB/c (Schulze-Garg et al., 2000)
2. WAP-T-NP8/BALB/c (Schulze-Garg et al., 2000)
3. WAP-T-NP6/BALB/c (Schulze-Garg et al., 2000)

4. BALB/c (Jackson Tierhaltung, USA)

3.1.2 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben wurden handelsibliche Chemikalien der Firmen Merck
und Sigma verwendet. Spezielle Chemikalien wurden von folgenden Herstellern bezo-
gen:

2-Butanol Merck, Darmstadt

2-Propanol Merck, Darmstadt

AEC u. High Sensitivity

Substrate Chromogen DakoCytomation, Glostrup, DK

22
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Antikérper-Verdlinnungspuffer
Carmin

Concentrated (10x) Antigen
Retrival Citra Plus Solution
DAKO Liquid DAB

u. Substrate Chromogen System
DAKO Fuchsin

u. Substrate Chromogen System
Diethylether

dNTP-Mix (10mM)

Eosin Y solution

Ethanol

Eukitt

Formaldehydlésung

mind. 37% saurefrei
Levamisole

Mayers Hamalaun

Methylgriin Standard
Methylsalicylat

Paraffin Typ 3 u. 6
Perhydrol™ 30% H>0O,
Shandon Hematoxylin

Simple Stain AP (R)

N-Histofine™Simple Stain MAX PO

Target Unmasking Fluid (TUF)
Triton X-100

Ultramount

Xylol

Enzyme:
Tag-DNA-Polymerase

DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg
Sigma, Steinheim

Biogenex, Hamburg

DakoCytomation, Glostrup, DK

DakoCytomation, Glostrup, DK

Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Merck, Darmstadt

Kindler GmbH&Co, Freiburg

Merck, Darmstadt
DakoCytomation, Glostrup, DK
Merck, Darmstadt

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt
Richard-Allen Scientific, Kalamazoo MI, USA
Merck, Darmstadt

Thermo Electron Corporation
DakoCytomation, Glostrup, DK
Nichirei, Tokyo, J

PanPath, Amsterdam, NL
Sigma, Steinheim

DiaPath, Martinengo, |

Merck, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
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GroBenstandard:

Gene Ruler™ 1 kb DNA-Leiter Fermentas, St. Leon-Rot

3.1.3 Antikorper

Antikérper Hersteller Katalog Nr.  Herkunft Verdiinnung
R15 a-SDS LT  Deppert & Pates (1979) - Kaninchen polyklonal 1:10 000
ER« Santa Cruz sc-542 Kaninchen polyklonal 1:50
c-ErbB2 Dako A0485 Kaninchen polyklonal 1:100
CKe6 Covance 14814002 Kaninchen polyklonal 1:300
CK14 Covance 14814701 Kaninchen polyklonal 1:1000
CK18 Progen 61028 Maus monoklonal 1:20
c-Met Zymed (X)182257  Kaninchen polyklonal 1:250
Ki67 Dianova DIA 55067  Kaninchen polyklonal 1:2000
PR Dako A0098 Kaninchen polyklonal 1:200
SMA Dako M0851 Maus monoklonal 1:40
Vimentin Hartig & Traub (1997) - Ziege polyklonal 1: 1000

Tab. 3.1: Verwendete Antikorper

3.1.4 Kits

ApopTag™ Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit S7100
DAKO Envision™

Doublestain System
HISTOMOUSE™ MAX

Millipore, Schwalbach

DakoCytomation, Glostrup, DK

Broad Spektrum (DAB)
peqGOLD RNA PURE solution
Thermoscript™ RT-PCR System
Turbo DNA-free™

Vectastain ABC Kit (Rabbit IgG)

Invitrogen, Karlsruhe
Peqglab, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe
Ambion, Huntington
Biologo, Kronshagen
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3.1.5 Puffer und Lésungen

5 x DNA-Gelladepuffer:

5 x RNA-Gelladepuffer:

Carnoy Losung:

Carmin-Farbeldosung:

DEPC-H,0:

Methylengrin-Farbel6sung:

PBS-Puffer:

30% Glycerol
0,25% Bromphenolblau

50% Glycerol
50% H-O
0,25% Bromphenolblau

Gebrauchslésung:

3 ul 5 x RNA Gelladepuffer
12 wl Formamid

2 ul RNA

600 ml 100% Ethanol
300 ml Chloroform
100 ml Eisessig

2 g Carmin

5 g Aluminium Potassium
Dodecahydrate (Reagent Grade ACS)
1000 ml Aqua dest.

0,1% DEPC in HyO4.50m.
Uber Nacht RT, autoklavieren

29 Methylengriin
200 ml Aqua dest.
25 ml 100% Ethanol

137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM NaQHPO4
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TAE-Puffer:

TBE-Puffer:

Trispuffer:

Trispuffer-TritonX:

Saures Formalin:

1,8 mM KHQPO4, pH 7,4

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA, pH 8,0

89 mM Tris
89 mM Borséure
2 mM EDTA, pH 8,0

685 g Tris-HCI

80 g Trizma Base

878 g NaCl

ad 5000 ml Aqua dest.

Gebrauchslésung:
50 ml Stammlésung
ad 1000 ml Aqua dest.

50 ml Stammlésung Trispuffer
1 ml TritonX
ad 1000 ml Aqua dest.

24 ml 37% Formalin, saurefrei
2 ml Eisessig
200 ml Aqua dest.
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3.1.6 Primer
Primer Bp Orient. Beschreibung Sequenz 5'-3
FKR12 24 = murines p53 Exon VI; Pos. 578-601 099 tgg aag gaa att tgt atc ccg
p53EXI 23 <= murines p53 Exon XI; Pos. 1164-1142  gtc agg ccc cac ttt ctt gac ca
T4 23 = SV40 Genom; Pos. 4198-4220 gca gac act cta tgc ctg tgt gg
T5 24 <= SV40 Genom; Pos. 4936-4959 gct cca aag tca ggt tga tga gca
T7 23 <= SV40 Genom; Pos. 4409-4431 cct tgg ggt ctt cta cct tic tc
T8 25 = SV40 Genom; Pos. 3758-3782 gta ggc tat caa ccc get ttt tag ¢
T9 25 <= SV40 Genom; Pos. 5140-5116 aag gtc cat tag ctg caa aga tic c
T10 25 = SV40 Genom; Pos. 4685-4661 gta gtt tgt cca att atg tca cac ¢

Tab. 3.2: Verwendete Primer

3.1.7 Material und Geréate

Analysenwaage PM 460
Brutschrank Kelvitron t
Cryogefafle

Digitalkamera PowerShot G3
Eismaschine AF 30

Eppendorf Reaktionsgefaie
Fast Prep Homogenisator FP120
Gefrierschrank -80°C
Geldokumentation
Gelkammer Horizon 11.14
Handschuhe (Latex, Nitril)
Histologiekassetten TissueTek
Kihlschrank 4-8°C
Lichtmikroskop Axioskop

Lysin Matrix D Tubes
Magnetrihrer MR2002
Mikrotom HM 350 SV
Mikrowelle Supratronic M754
Objekttrager Superfrost Plus

Mettler, Gief3en

Heraeus Instruments, Disseldorf
Nunc, Wiesbaden

Canon GmbH, Krefeld
Scotsman, Vernon Hill, USA
Eppendorf, Hamburg

Qbiogene, Heidelberg

Heraeus Instruments, Disseldorf
BioDoc Analyze, Biometra, Géttingen
Whatman Inc., Dassel
Kimberly-Clark, Zaventem, B
Sakura, Zouterwoude, NL
Liebherr, Biberach

Zeiss, Gottingen

Qbiogene, Heidelberg

Heidolph, Schwabach

Mikrom, Walldorf

Miele, Gltersloh

Assistant, Sondheim
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ParaffingieBstation EG 1160
PCR-Reaktionsgefal3e
pH-Meter Seven Easy
Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Sektionsbesteck
Stereomikroskop Stemi 2000-C
Super PAP PEN
Thermocycler PTC-200
Vortexer Vortex-Genie
Zellstoff Pehazell

Zentrifuge 5415 D
Zentrifuge 4°C 5810 R

3.2 Methoden

Leica, Solms

Sarstedt, Nimbrecht

Mettler Toledo, Giel3en

Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg
Integra Biosciences, Fernwald
Waldemar Link GmbH&Co, Hamburg
Zeiss, Gottingen

Beckman Coulter

MJ Research, Massachussets, USA
Bender & Hobein AG, Zirich, CH
Hartmann, Heidenheim

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

3.2.1 Tierexperimentelle Methoden
3.2.1.1 Tierpraparation und Gewebeentnahme

Tierpraparation und Gewebeentnahme wurden entsprechend den vom Heinrich-Pette-
Institut eingereichten Tierversuchsantragen an Tag 5 der Laktation, Tag 30, Tag 60 und
Tag 120 post weaning (pw) durchgefihrt.

Die Tétung der Versuchstiere erfolgte durch Diethylether-Inhalation. Nach Eréffnung
des Situs wurden makroskopisch sichtbare Veranderungen der Organe und Brustdri-
sen beurteilt und dokumentiert. Anschlie3end wurden Brustdrisen, Leber, Lunge, Milz,
Niere und Uterus entnommen. Die Fixation der Gewebeproben zur Anfertigung von Par-
affinschnitten erfolgte in saurem Formalin. Zur Herstellung von Wholemount-Préaparaten
wurden Brustdriisen im Ganzen nach Entnahme auf einen Objekttrager aufgezogen.
Gewebe flir RNA-Analysen wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
asserviert.
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3.2.2 Histologische Methoden
3.2.2.1 Gewebefixation und Paraffineinbettung

Alle fur die Histologie vorgesehenen Gewebeproben wurden 24 h bei RT in 4 % saurem
Formalin auf einem Horizontalschiittler fixiert. Im Anschluf3 daran wurden die Paparate
bis zur Einbettung in Paraffin fir unbegrenzte Zeit bei 4°C in 4 % Formalin aufbewahrt.
Zur Einbettung wurden die Gewebe 1-2 h in flieBendem Leitungswasser gewéassert und
anschlieBBend unter Verwendung eines Entwasserungsautomaten in einer aufsteigen-
den Alkoholreihe (60 %, 70 %, 80 %, 96 %), Methylbenzoat und Toluol entwassert. Die
Paraffinierung erfolgte in drei konsekutiven Paraffinbadern bei 60°C.

An einem Rotationsmikrotom angefertigte Schnitte der Paraffinblécke wurden auf be-
schichtete Objekttrager aufgezogen und bei 50°C fiir 24 h gebacken. Die Schnittdicke
fir histochemische Farbungen betrug 3-5 um, wahrend Schnitte flir immunhistochemi-
sche Farbungen 5-10 um dick waren.

3.2.2.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE Farbung)

Bei der Hamatoxylin-Eosin Farbung handelt es sich um eine Farbemethode fir die mor-
phologische Untersuchung verschiedener Gewebestrukturen in feingeweblichen Schnit-
ten anhand von zwei verschiedenen Einzelfarbungen.

Zur Anfertigung der HE Farbung wurden die Uber Nacht getrockneten Objekttrager in
Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %, 90 % und 75 % Ethanol)
hydriert und kurz in Aqua dest. geschwenkt. Zur Anfarbung der Zellkerne wurden die
Praparate 1 min in Hamatoxylinlésung gefarbt und 5 min in Leitungswasser ,geblaut®.
Eine Farbung des Zellzytosols erfolgte nach kurzem Schwenken in Aqua dest. durch
Inkubation der Schnitte fiir 30 sec in 1 % Eosinlésung. AbschlieBend wurden die Pra-
parate Uber eine aufsteigende Alkoholreihe und eine Xylolinkubation dehydriert und mit
Eukitt eingedeckelt.

3.2.2.3 Whole mount Farbung

Whole mount Praparate ermdglichen die submakroskopische Darstellung eines gesam-
ten Organs. Es lassen sich auf diese Weise Schllsse Uber die raumliche Ausdehnung
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spezifischer Strukturen ziehen.

Wahrend der Entnahme der Gewebeproben wurden Brustdriisen im Ganzen reseziert,
auf Objekttrager aufgezogen und kurz bei RT getrocknet. Nach 2-4 h Fixation in Carnoy-
Lésung wurden die Prgparate 30 min in Aceton inkubiert und anschlieBend jeweils 25
min in einer absteigenden Alkoholreihe (70 %, 50 % und 30 % Ethanol) hydriert. In
destilliertem Wasser wurden die Brustdriisen 5 min gewassert und bei RT Uber Nacht
in Carmin-Farbelésung gefarbt. Eine Dehydrierung des Gewebes erfolgte durch jeweils
25 min in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 95 % und 100 % Ethanol). Nach
zwei Xylol-Badern von jeweils 15 min wurden die Praparate fotodokumentiert und fr
unbegrenzte Zeit in Methylsalicylat aufoewabhrt.

3.2.3 Immunohistochemische Methoden

Das Prinzip immunhistochemischer Methoden beruht auf der Detektion spezifischer
Epitope mit Antikérpern. Sind diese selbst mit einem Enzym konjugiert, welches durch
eine Farbreaktion die Antigen-Antikdrper Komplexe sichtbar macht, spricht man von der
direkten Methode. Wird das gesuchte Antigen in einem ersten Schritt mit einem Pri-
marantikdrper markiert und anschlieBend von einem enzymgekoppelten Sekundaranti-
kdrper erkannt, handelt es sich um die sogenannte indirekte Methode.

3.2.3.1 PAP bzw. APAAP-Methode

Die Anwendung der indirekten Methode bietet den Vorteil erhéhter Sensitivitat, da meh-
rere Sekundarantikdrper an einen Primérantikérper binden kénnen und so zu einer Si-
gnalverstarkung fihren. Je nachdem mit welchem Enzym der Sekundarantikérper hier-
bei gekoppelt ist, unterscheidet man die Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) - von der
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP) - Reaktion.

Um die jeweiligen Zielproteine besser fur Antikdrper zugéanglich zu machen, wurden
die Gewebeschnitte fir 45 min in 10 % Citratpuffer in der Mikrowelle gekocht. Bei der
Farbung gegen Smooth Muscle Actin (SMA) wurden die Schnitte mit einer Target Un-
masking Fluid (TUF) Lésung vorbehandelt. Nach 20 minitigem Abklhlen wurden die
Schnitte dreimal in Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan) Puffer bzw. Tris-TritonX Puf-
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fer gewaschen und anschlieBend mit dem Primarantikérper bei 4°C Uber Nacht inku-
biert. Die CK 6, CK 18 und SMA Farbungen wurden vor der Inkubation mit dem Pri-
marantikdrper zur Blockierung unspezifischer Mausantigene mit dem HISTOMOUSE™
MAX Broad Spektrum Kit nach Angaben des Herstellers behandelt. Am Folgetag wur-
den die Praparate nach mehrmaligem Waschen in Tris Puffer bzw. Tris-TritonX Puffer
fir 40 min bei RT mit dem Sekundarantikdrper inkubiert. Es handelte sich dabei ent-
weder um ein Peroxidase- oder Alkalische-Phosphate-konjugiertes Polymer, welches
speziesspezifisch gegen den Primarantikdrper gerichtet war. Nach erneutem Waschen
wurden die Gewebeschnitte mit DAB (3,3'- Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid), AEC
(3-Amino-9-Ethylcarbazol) oder Neufuchsin als Chromogen Uberschichtet und die Fér-
bereaktion nach 5 min bzw. 15 min. in Aqua dest. gestoppt. In Mayers Hamalaunlésung
wurden die Schnitte fir 5 sec gegengefarbt und fiir 5 min in Leitungswasser ,geblaut®.
Mit DAB gefarbte Schnitte wurden Uber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und
abschlieBend in Eukitt eingedeckelt, wahrend mit AEC gefarbte Schnitte umgehend mit
Ultramount fixiert und nach antrocknen mit Eukitt eingedeckelt wurden.

3.2.3.2 (Strept-) Avidin-Biotin-Methode

Bei der ERa-Farbung wurde die Streptavidin-Biotin-Methode angewandt. Das Prinzip
dieser Methode basiert auf der hohen Affinitat von Streptavidin fir Biotin. Da Strepta-
vidin flr Biotin jeweils vier Bindungsstellen besitzt, kommt es zu einer weiteren Signal-
verstarkung.

In diesem Fall wurde das Rabbit IgG ABC-Kit von Vectastain verwendet. Nach Entpa-
raffinierung der Objekttrager in der absteigenden Alkoholreihe wurde die endogene Per-
oxidase durch Behandlung mit 1 % Wasserstoffperoxid flir 30 min geblockt. Die Blockie-
rung unspezifischer Bindungen fand durch Inkubation mit Normalserum aus dem Ka-
ninchen fir 20 min bei RT statt. Nach drei Waschschritten in PBS erfolgte die Inkubation
mit dem Primérantikérper fir 60 min bei RT. Der biotinylierte Sekundarantikérper wurde
nach erneutem Waschen fiir 30 min bei RT hinzugegeben und anschlie3end mit einem
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex detektiert. Die farbliche Markierung der Antigene er-
folgte Uber DAB, die Gegenfarbung Uber Mayers Hamalaunlésung.
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3.2.3.3 Immunhistochemische Doppelmarkierung

Die immunhistochemische Doppelmarkierung im Falle der Vimentin-LT-Farbung wurde
mit dem DAKO Envision™ Doublestain System unter Beriicksichtigung der Angaben
des Herstellers angefertigt. Dabei wurde die erste immunhistochemische Farbung bis
zum Schritt der DAB-Farbung durchgefihrt und die zweite Farbung durch Inkubation
mit dem zweiten Primarantikbrper daran angeschlossen. Das erste enzymatische De-
tektionssystem basierte auf Peroxidaseaktivitat wahrend bei dem zweiten die Alkalische
Phosphatase das Substrat umsetzte. Fir die erste IHC wurde der Antikérper und das
Substrat mit dem stérkeren Signal verwendet, da ein Auswaschen der ersten Farbung
durch die Waschschritte der zweiten nicht ausgeschlossen werden konnte.

3.2.3.4 ApopTag™ Peroxidase In Situ Oligo Ligation (ISOL) Assay

Bei dem ApopTag™ Peroxidase /n Situ Oligo Ligation (ISOL) Assay handelt es sich um
eine Methode zur Detektion apoptotischer Zellen in situ, die sich durch eine sehr hohe
Spezifitdt und Sensitivitat auszeichnet.

Wahrend der Apoptose werden DNA-Strange durch Endonuklasen fragmentiert und es
kommt zum Freiwerden von Hydroxylgruppen (3"-OH-Gruppen) an den Bruchenden.
Diese 3'-OH-Enden werden von dem Enzym T4 DNA Ligase mit biotinylierten Oligo-
nukleotiden verknUpft. Streptavidin-Peroxidase Konjugate markieren diese Nukleotide
und werden durch Substrat-Chromogen Reaktion sichtbar gemacht. Auf diese Weise
werden in der Apoptose befindliche Zellkerne spezifisch und sensitiv erkannt.

Far diese Untersuchung wurde das Standard-Protokoll der Firma Millipore aus dem
ApopTag™ Peroxidase In Situ Oligo Ligation (ISOL) Apoptosis Detection Kit S7100
verwendet. Nach Deparaffinierung der Gewebeschnitte fand die Blockierung der en-
dogenen Peroxidase in 3 % H;O5/PBS fiir 10 min statt. Im Anschlu3 daran wurden
die Schnittpraparate nach mehrmaligem Spulen in Aqua dest. und PBS flr 5 min mit
Proteinase K fir 15 min bei RT vorbehandelt. Die Schnitte wurden bei RT fir 1 h mit
einem Equilibrationspuffer Uberschichtet. AnschlieBend wurden die Praparate mit der
T4 DNA Ligase und Biotin-konjugierten Oligonukleotiden bei 21°C fir 16 h inkubiert. In
diesem Schritt wurden die 3-OH-Gruppen an den Bruchenden der fragmentierten DNA
durch das Enzym mit den Oligonukleotiden verknUpft. Die Detektion der Oligonukleo-
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tide erfolgte mit dem Streptavidin-Peroxidase Konjugat, welchem zur Farbentwicklung
ein Peroxidasesubstrat hinzugefiigt wurde. Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte mit
Methylengrin. An mehrere Waschschritte in Aqua dest. und 100 % Butanol schlof3 sich
das Eindeckeln der Gewebe an.

3.2.3.5 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Befundung entstandener Brustdrisenlasionen fand nach den fur dieses Modell fest-
gelegten Diagnosestandards (s. Abschnitt 4.4.4) statt. Zur Analyse der Transgenexpres-
sion in der LT-Farbung wurden 1500 Zellen in 5 Feldern pro Objekttréager bei 400facher
VergréBerung ausgezahlt. Pro Tier wurden dabei jeweils zwei reprasentative Brustdru-
sen bewertet. Der Anteil positiver Zellen zur Gesamtzahl ausgezahlter Zellen wurde
in Prozent angegeben. Die Felder wurden nach Anzahl der meisten LT-positiven Zel-
len ausgewahlt. Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen gegen CK®,
CK14, CK18, SMA und Vimentin erfolgte mittels eines semiquantitativen Scores von 0
bis 4 unter Bertlicksichtigung des Anteils positiver Zellen in Prozent.

0 = keine Farbereaktion

1=<10%
2=11-50 %
3 =50-80 %
4 =80-100 %

Bei der Auswertung der Ki67-, ER- und PR-Farbung wurde zusétzlich die Farbeintensi-
tat mit O=keine Farbung, 1=schwache, 2=maBige und 3= starke Farbeintensitat ange-
geben. Das Produkt der vergebenen Punkte wurde analog zur humanen Diagnostik im
etablierten immuneaktiven (IRS) Score nach Remmele zusammengefasst (Remmele
and Stegner, 1987) und ergaben einen Maximalwert von 12 Punkten. Fir den Apopto-
seindex wurde der Anteil positiver Zellen in Prozent angegeben.

3.2.3.6 Statistische Auswertung

Die Datenaufbereitung und Auswertung erfolgte mit Microsoft Office Excel 2003. Fir
die Signifikanzbestimung unabhangiger Vergleichsgruppen bei der linienspezifischen
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Entwicklung invasiver Adenokarzinome wurde der y2-Test angewandt. Als signifikant
wurden Unterschiede mit einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p<0.05 bewer-
tet.

3.2.4 Molekularbiologische Methoden
3.2.4.1 RNA Isolierung aus Gewebe

Zur Isolierung von RNA wurden 50-100 mg in Stickstoff gefrorenes Gewebe unter Zu-
gabe von 500 ul peq GOLD RNA PURE in Lysin Matrix D Tubes gegeben und mit Hil-
fe eines Fast Prep Homogenisators homogenisiert. Nach 5 min bei RT wurden 200 ul
Chloroform hinzugegeben, die Proben invertiert und nochmals 10 min bei RT belassen.
Die Réhrchen wurden anschlieBend 5 min bei RT zentrifugiert. Die dabei entstehende
obere wéaBrige Phase wurde in einem neuen Reaktionsgefal3 mit 500 pl Isopropanol
vermischt und 10 min bei RT inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 14000 rpm
und 4°C entstand ein Pellet, welches in zwei Schritten mit 1 ml 75 % Ethanol gewa-
schen und erneut bei 14000 rpm und 4°C zentrifungiert wurde. Das RNA-Pellet wurde
nach Verwerfen des Ethanols bei RT getrocknet und in 35 ul 0,1 % DEPC-H;O- un-
ter Schitteln bei 50°C fir 10 min geldst. Noch vorhandene genomische DNA wurde
anhand des TURBO DNA-free™Kits nach Herstellerangaben verdaut.

Vor der weiteren Verwendung der RNA wurde der Reinheitsgrad der Nukleinsauren
anhand einer gelelektrophoretischen Analyse bestimmt. Der Vorteil gegenlber pho-
tometrischer Analysen besteht darin, da3 der Degradationszustand der RNA beurteilt
werden kann. Zur Aufldsung von Sekundarstrukturen wurden 2ul der isolierten RNA mit
10l RNA-Ladepuffer bei 70°C fir 5 min erhitzt und auf einem 1 % Agarosegel in 0,5x
TBE Puffer fur 45 min bei 100 V aufgetrennt. Zwei diskrete Banden fir die 18 S und
28 S rRNA sprachen fir eine intakte Praparation der RNA. Die Konzentration wurde
anhand der Intensitat der Banden optisch bestimmt.

3.2.4.2 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase-PCR (RT-PCR) lassen sich spezifisch mRNA-
Sequenzen in einen komplementédre DNA-Strang (cDNA) umschreiben, um sie an-
schlieBend durch Polmerasekettenreaktion zu amplifizieren.
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Die RT-PCR fand unter Verwendung des Standardprotokolls des Invitrogen Thermo-
script RT Kits statt. Hierbei erfolgte zunachst die cDNA-Erststrangsynthese anhand von
Oligo(dT)-Primern. Diese Primer werden in der Regel verwendet, um mdglichst selektiv
mRNA-Sequenzen in cDNA zu Ubersetzen, da sie im Bereich des Poly(A)-Schwanzes
am 3'-Ende der eukaryotischen mRNA hybridisieren. Es wurde folgender Reaktionsan-
satz pipettiert:

1 ul RNA
1 pl Oligo-dT Primer
9 ul DEPC H20,

Der Reaktiosansatz wurde bei 72°C fir 10 min inkubiert. Folgende weitere Komponen-
ten wurden anschlieBBend bei 4°C hinzupipettiert:

4 ul cDNA Synthese Puffer (5x)
2 pul dNTP Mix (10mM)

1 pul DTT (0,1M)

1 u RNase Out

1 ul Thermoscript RT

Der Ansatz wurde bei 52°C fir 50 min inkubiert. Bei 75°C fiir 15 min wurde die Aktivi-
tat der reversen Transkriptase gestoppt. Die Zuganglichkeit der Einzelstrang-cDNA ist
fur die effektive Amplifikation essentiell. Wahrend der initialen Denaturierung des RNA-
cDNA-Hybrids bei der PCR kann das Hybrid haufig nicht vollstandig denaturiert werden.
Der Einsatz von RNase H als RNA-DNA-Hybrid-abhangige RNase fihrt erst dann zum
Abbau von RNA, wenn cDNA gebildet worden ist, und ermdglicht so eine Sensitivitats-
steigerung. Nach Zugabe der RNase H wurde der Reaktionsansatz bei 37°C fiir 30 min
inkubiert.

3.2.4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente.
Dabei synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase ausgehend von Oligonukleotid-
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Primern, welche den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankieren einen neuen DNA-
Strang. Durch die Wahl gegenlaufig orientierter Primerpaare ist es mdglich, gezielt
DNA-Sequenzen zwischen beiden Primern zu vervielféltigen. Die zyklische Wieder-
holung der einzelnen Reaktionsschritte fihrt zu einer exponentiellen Amplifikation der
Matrize. Folgender Reaktionsansatz wurde pippetiert:

1 ul cDNA

2 pl dNTP Mix (10 mM)
0,5 ul DTT (0,1M)

0,5 ul Primer For/Rev
13,3 ul DEPC H50,

2 pul PCR Puffer (1x)
0,2 1 Taq Polymerase

Zu Beginn der PCR-Reaktion wurde die Doppelstrang-DNA bei 94°C denaturiert. An
die so aufgeschmolzene Einzelstrang-DNA konnten die Oligonukleotid-Primer bei ei-
ner Temperatur von 67°C hybridisieren. Die Amplifikation der DNA-Sequenzen erfolgte
bei 72°C mittels Tag-Polymerase. Es handelte sich dabei um eine hitzestabile DNA-
Polymerase aus Thermophilus aquaticus, welche die kontinuierliche Durchfihrung der
PCR-Zyklen erlaubt, ohne bei hohen Temperaturen zu denaturieren. Nach 35 Zyklen
wurde die Amplifikation gestoppt. Im Anschluf3 daran wurde die amplifizierten PCR-
Produkte durch Elektrophorese aufgetrennt.

3.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsauren lassen sich aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphat-Reste in einem
elektrischen Feld auftrennen. Native Agarosegele dienen dabei als Matrix. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit der Fragmente ist abhangig von der Agarosekonzentration, der
Stromstarke und der Kettenlange und Faltung der DNA. Zur Analyse wurden die PCR-
Produkte mit Gelladepuffer versetzt und auf einem 1 % Agarosegel in TAE Puffer fur 40
min bei 125 V aufgetrennt. Durch in dem Agarosegel enthaltenes Ethidiumbromid, wel-
ches in die DNA interkaliert, konnten die getrennten Fragmente unter UV-Licht sichtbar
gemacht werden.
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4.1 Grundcharakterisierung transgener Mauslinien

4.1.1 Etablierung transgener Mauslinien

Das in dieser Arbeit untersuchte transgene Mausmodell wurde im Heinrich-Pette-Institut
generiert (Schulze-Garg et al., 2000) und basiert auf einem WAP-Promotor gekoppel-
ten Transgenkonstrukt (Abb. 4.1). Es handelt sich dabei um die frihe Genregion des Si-
mian Virus 40 (SV40). Diese Genregion kodiert fir das groBe T-Antigen (LT), das kleine
T-Antigen (st) und das 17KT Protein. FlUr das LT sind transformierende Eigenschaften
nachgewiesen. Durch eine Komplexierung der Tumorsuppressor-Proteine TP53 und
pRb kommt es zu einer funktionellen Inaktivierung. Ein Eintritt der Zelle in die S-Phase
und eine gesteigerte Proliferationsrate sind die Folge. Durch eine konstitutive Aktivie-
rung des wnt-Signalwegs Uber eine Inhibition der Phosphataseaktivitat des pp2A tragt
das st zu der Transformation der Zelle bei (Ali-Seyed et al., 2006; Chen et al., 2004).
Die Kopplung des Transgens an den WAP-Promotor sollte zu einer induktionsabhan-
gigen, gewebespezifischen Expression des Transgens nur in den Brustdrisen und nur
nach Stimulation durch laktotrophe Hormone wéahrend der Schwangerschaft und der
Laktation fUhren.

Durch Mikroinjektionen des DNA-Konstrukts in murine Oozyten wurden transgene Tie-
re in Mausen des C57BL/6 Inzuchtstamms etabliert und anschlieBend in einen BALB/c-
Hintergrund zurlickgekreuzt. Der Balb/c Stamm tragt durch eine Pradisposition fir Mam-
makarzinome zur Tumorentstehung bei (Kuperwasser et al., 2000; Sherr, 2001). Zu-
satzlich wurden Linien erzeugt, bei welchen ein Nukleoprotein (NP)-Epitop (AS 118-
126) des LCM-Virus in das Transgen eingefigt wurde. Die Insertionsstellen wurden
hierbei so gewahlt, dal3 keine fir die Transformationseffizienz des LT wichtigen Do-
manen beeintrachtigt wurden. Zur Identifizierung transgener Tiere wurde DNA aus

37
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Transgenkonstrukts. Die frlihe Genregion des
SV40 steht unter der Kontrolle des exogenen WAP-Promoters. Die frlihe Region des Simian
virus 40 (SV40) kodiert fiir das groBe T-Antigen (LT), das kleine T-Antigen (st) und den 17kT An-
teil. LT setzt sich aus zwei Exons zusammen (Erstes Exon: AS 1-82, zweites Exon: AS 83-708),
wahrend st von einem fiir ein 174 AS messendes Protein kodierenden Genfragment gebildet
wird. Der 17KT Anteil entsteht durch alternatives Splei3en der st RNA.

Schwanzbiopsien gewonnen und mittels PCR analysiert. Aus 22 generierten Linien
wurden zur weiteren Analyse drei Linien ausgewahlt. Entsprechend ihrer Transgenex-
pression zum Zeitpunkt der Laktation handelte es sich dabei um eine niedrig-expri-
mierende Linie (WAP-T-NP6), eine méaBig-exprimierende Linie (WAP-NP8) sowie eine
hoch-exprimierende Linie (WAP-T1).

4.1.2 Analyse der Transgenintegration

Alle Untersuchungen zur Analyse der Transgenintegration wurden von Christina Hein-
lein durchgefiihrt und im Rahmen ihrer Promotion bereits veréffentlicht (Heinlein, 2006).
Die Stabilitat der Transgenintegration wurde tGber mehrere Generationen hinweg (1999
und 2005) durch Southern Blot Hybridisierung untersucht. Dieses Verfahren ermdglicht
neben dem Nachweis des Transgens auch die Detektion einer eventuellen Mehrfach-
integration an verschiedenen Positionen des murinen Genoms, die durch unabhangige
Weitergabe der einzelnen Integrationsloki zu phanotypischen Inhomogenitaten inner-
halb der einzelnen Linien fihren kann. Die GréBe der so detektierten Fragmente ist
unter anderem vom Integrationsort des Transgens abhangig und kann zur Analyse des
Integrationsmusters genutzt werden.
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Genomische DNA wurde isoliert und mit den Restriktionsendonukleasen EcoRIl und
Kpnl geschnitten. Die Hybridisierung erfolgte mit einer radioaktiven, transgenspezifi-
schen Sonde, welche die gesamte friihe Genregion des SV40 Uberspannte. Das WAP-
T-Plasmid diente als Positivkontrolle und wurde mit Kpnl geschnitten. Die Autoradio-
gramme (s. Abb.4.2) zeigen, daf3 die Linie WAP-T1 drei Integrationsorte sowie mehrere
direkt hintereinander folgende Transgenintegrationen (4,3 kBp) besitzt. Diese Transgen-
integration blieb Uber den analysierten Zeitraum von sechs Jahren konstant. Bei der Li-
nie WAP-T-NP8 konnte ein partieller Transgenverlust nachgewiesen werden: wahrend
einige Tiere drei Integrationsorte aufwiesen, konnten bei anderen nur zwei Integrations-
orte neben direkten Wiederholungen gesehen werden. Allerdings hatte der Transgen-
verlust keinen Einflu3 auf die Expressionsstarke. Die Linie WAP-T-NP6 zeigte einen
Integrationsort sowie direkte Wiederholungen des Transgens. Der Integrationsort blieb
Uber die untersuchten Generationen unverandert. In Balb/c Tieren waren keine Signale
erkennbar, was einer fehlenden Transgenintegration entsprach.

Abb. 4.2: Southern Blot Analyse der Transgenintegration. Die Analyse der Transgeninte-
gration wurde Uber einen Zeitraum von sechs Jahren durchgefiihrt (1999-2005). Die Autora-
diogramme zeigen ein 4,3 kBp groBes Fragment, welches die direkt hintereinander integrierten
Transgene anzeigt. Zusatzliche Banden stellen mehrere integrationsabhéngige T-Ag Fragmente
dar. Als Positivkontrolle diente WAP-T-DNA (7,1 kBp); 1 kb L&ngenstandard (L.st.).

Mit dieser Methode konnte die Anwesenheit des Transgens Uber einen Zeitraum von
sechs Jahren in allen zur weiteren Analyse verwendeten Linien nachgewiesen werden.
Die am stérksten exprimierende Linie WAP-T1 wies die meisten Integrationsorte auf,
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wahrend die am schwéchsten exprimierende Linie WAP-T-NP6 nur einen Integrations-
ort zeigte. Weiterhin konnten, trotz eines fehlenden Referenzsignals deutliche Unter-
schiede in der Bandenintensitat zwischen WAP-T1 und WAP-T-NP6 beobachtet wer-
den.

Abb. 4.3: PCR-Optimierung. Sechs Primerkombinationen wurden analysiert. Die unterschied-
lichen PCR-Produkte fir LT, st und genomische DNA sind angegeben. Positivkontrolle (1), ge-
nomische DNA (2) und Negativkontrolle (3); 1 kb L&ngenstandard (M).

4.1.3 Nachweis der Transgentranskription

Der Nachweis des Transgens auf RNA-Ebene wurde im Vorfeld optimiert, um eine spe-
zifische Erfassung des Transgens zu gewahrleisten. Im Anschluf3 an die Reverse Tran-
skription wurde die PCR hierzu mit unterschiedlichen Primerpaaren und Paarkombina-
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tionen durchgefiihrt. Alle Primer Uberspannten Intronbereiche der frihen SV40 Genre-
gion, um eine Unterscheidung der PCR-Produkte von Verunreinigungen durch geno-
mische DNA zu gewahrleisten. Abb. 4.3 zeigt die jeweiligen Primerkombinationen mit
entsprechenden PCR-Produkten. Als Positivkontrolle wurde cDNA einer bereits ana-
lysierten, bi-transgenen Maus der Linie WAP-T1-H22 eingesetzt. Nach Durchfiihrung
der PCR-Optimierung wurde die Primerkombination T4/T5 flr weitere Analysen ausge-
wahlt. Bei dieser Kombination war ein eindeutiger Nachweis der einzelnen Komponen-
ten bei relativ kleiner FragmentgréB3e (LT: 414 bp, st: 694 bp) gewahrleistet.

4.2 Linienspezifische Entwicklung invasiver
Adenokarzinome der Brustdrise

Tiere der Linien WAP-T1, WAP-T-NP8 und WAP-T-NP6 wurden hinsichtlich der Ent-
wicklung von Adenokarzinomen der Brustdriisen nach einmaliger Induktion im Rahmen
einer Langzeitstudie untersucht. Um einen direkien Vergleich zu gewahrleisten, wur-
den in dieser Studie nur Tiere analysiert, die in der achten Woche verpaart wurden und
deren erster Wurf, und damit die Induktion des Transgens zwischen der 11. und 16. Wo-
che erfolgte. Nicht-transgene Balb/c-Mause dienten als Kontrolltiere. Als Endzeitpunkt
wurde die Detektion palpabler Tumore oder ein sehr schlechter Allgemeinzustand der
Tiere gewahlt. Bei unauffélligem Befund wurden die Tiere im Alter von 19 (+/- 3) Mona-
ten prépariert. Die Brustdriisen wurden sowohl makroskopisch als auch nach weiterer
Aufarbeitung histopathologisch beurteilt.

68 der untersuchten 71 Tiere der Linien WAP-T-NP8 (96 %) und 39 von 42 Tieren der
Linie WAP-T1 (93 %) entwickelten nach einmaliger Verpaarung invasive Adenokarzi-
nome der Brustdriisen. Im Gegensatz dazu wurden bei nur 7 von 26 Tieren der Linie
WAP-T-NP6 (27 %) invasive Mammakarzinome detektiert. Alle Adenokarzinome wiesen
nach einer immunhistochemischer Markierung eine ausgepréagte LT-Expression auf. Ei-
nes der 23 Balb/c-Kontrolltiere (4 %) erkrankte an einem spontanen, transgenunabhan-
gigen Brustdrisentumor. Die Inzidenz der induzierten Adenokarzinome war demnach
bei den Linien WAP-T-NP8 und WAP-T1 mit 96 % bzw. 93 % vergleichbar, wahrend Tie-
re der Linien WAP-T-NP6 weit seltener Adenokarzinome der Brustdriisen entwickelten.
Insgesamt unterschied sich die Erkrankungshaufigkeit der Linien WAP-T1 und WAP-T-



4. Ergebnisse 42

NP8 (p<0.001) sowie der Linie WAP-T-NP6 (p<0.05) damit signifikant von der Inzidenz
spontaner, d.h. nicht transgen-induzierter Tumore der Balb/c Wildtyptiere.

*kk

100 7

80 1

60

Tiere (%)

40 1

N .
0 L .

Balb/c WAP-T-NP6 WAP-T1 WAP-T-NP8

Abb. 4.4: Linienspezifische Entwicklung invasiver Adenokarzinome der Brustdriise. Tiere
der Linie WAP-T1 und WAP-T-NP8 entwickelten mit 93 % bzw. 96 % signifikant haufiger invasive
Adenokarzinome (p<0.001) als Balb/c Kontrollmduse, die in nur 4 % an einem sporadischen,
transgenunabhangigem Adenokarzinom erkrankten. Mause der Linie WAP-T-NP6 wiesen mit
einer Tumorentstehung in nur 27 % der Falle ebenfalls eine signifikante Erkrankungshaufigkeit
auf (p<0.05).

Der Einfluf3 der unterschiedlich hohen LT-Expression auf die Latenzzeit bis zur Entwick-
lung invasiver Adenokarzinome wurde anhand von Uberlebenszeitkurven untersucht.
Dabei stellte sich die Frage, ob Mause der ,hoch-exprimierenden® Linie WAP-T1 zu
einem friheren Zeitpunkt Adenokarzinome entwickelten als Tiere der Ubrigen Linien
bzw. ob die ,niedrig-exprimierende” Linie WAP-T-NP6 eine langere Latenzzeit bis zum
Auftreten invasiver Adenokarzinome aufwies. Nur die Praparation aufgrund eines de-
tektierten Adenokarzinoms wurde als Ereignis gewertet. Die Latenzzeit von der Induk-
tion des Transgens bis zum Auftreten der Karzinome erwies sich als linienspezifisch.
Wahrend Tiere der Linie WAP-T-NP8 nach einer mittleren Latenzzeit von 9 Monaten
ein invasives Adenokarzinom der Brustdrise entwickelten, erkrankten Tiere der Linie
WAP-T1 durchschnittlich bereits einen Monat friher. WAP-T-NP6 Mause wiesen mit
einer mittleren Latenzzeit von 16 Monaten bis zum Auftreten von Mammakarzinomen
eine mit Balb/c Kontrolltieren (18 Monate) vergleichbare Dauer auf (s. Abb. 4.5).
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Linie Induktion  Anzahl Tiere Tiere mit mittl. Latenzzeit
(n) invas. Adenokarzinom (Monate)
WAP-TA 0 6 0 -
WAP-T-NP8 0 19 2 12
WAP-T-NP6 0 27 0
WAP-T1 1 42 39 8
WAP-T-NP8 1 71 68 9
WAP-T-NP6 1 26 7 16
Balb/c 1 23 1 18
100 ® —— \WAP-T-NP6
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Abb. 4.5: Latenzzeit bis zum Auftreten invasiver Adenokarzinome der Brustdriise nach
einmaliger Induktion. Wahrend Mause der Linie WAP-T-NP8 nach einer mittleren Latenzzeit
von 9 Monaten ein invasives Adenokarzinom der Brustdriise entwickelten, erkrankten Tiere der
Linie WAP-T1 durchschnittlich einen Monat friiher. Mit einer Latenzzeit von 16 Monaten wiesen
WAP-T-NP6 Mause eine der Kontrollgruppe (18 Monate) vergleichbare Dauer auf.

In einer weiteren Langzeitstudie wurden unverpaarte Tiere der Linien WAP-T1, WAP-
T-NP8 und WAP-T-NP6 sowie Balb/c Kontrolltiere untersucht. Als Endzeitpunkt wurde
auch hier die Detektion palpabler Tumore oder ein sehr schlechter Allgemeinzustand
der Tiere gewahlt. Wahrend bei keinem der untersuchten Tiere der Linien WAP-T1
(n=6) und WAP-T-NP6 (n=27) Adenokarzinome detektiert werden konnten, enwickelten
zwei Mause der Linie WAP-T-NP8 (n=19) im Alter von 12 Monaten Tumore. Alle Karzi-
nome wiesen nach immunhistochemischer Markierung eine ausgepragte LT-Positivitat
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auf. Keines der untersuchten 30 Balb/c Wildtyptiere erkrankte an einem Adenokarzi-
nom.

4.3 Analyse der Transgentranskription und -expression in
WAP-T-transgenen Mauslinien

Um eine Erkl&rung flr die unterschiedliche Inzidenz und Latenzzeit invasiver Adenokar-
zinome zu finden, war eine genaue Analyse der Transgenexpression grundlegend. Von
besonderem Interesse war hierbei neben dem Nachweis der Gewebespezifitat, der
Nachweis der Induktionsabhéngigkeit der Transgenexpression. Weiterhin stellte sich
die Frage, ob es nach Ende der Laktation aufgrund ausbleibender Stimulation des
WAP-Promoters durch laktotrophe Hormone tatséchlich zur Beendigung der Transgen-
expression kommt. Der weitere Expressionsverlauf nach Abschluf3 der Laktation und
bis zur Entstehung erster Adenokarzinome wurde anhand einer Zeitpunktstudie an Tag
30, 60 und 120 nach Absetzen der Jungtiere (post weaning, pw) durchgeflihrt. Fir jedes
Entwicklungsstadium einschlie3lich dem der Laktation wurden mindestens finf Tieren
der Linien WAP-T-NP6, WAP-T-NP8 und WAP-T1 histopathologisch und immunhisto-
chemisch untersucht. Die RT-PCR basierten Transkriptionsanalysen wurden mit jeweils
drei Tieren der transgenen Mauslinien durchgefuhrt.

4.3.1 Gewebespezifitat der Transgentranskription und -expression

Die Untersuchung der gewebespezifischen Transgentranskription wurde am finften Tag
der Laktation, und damit zum Zeitpunkt ausgepragter Transgenexpression durchge-
fuhrt. Je Tier wurde RNA aus dem Brustdriisengewebe zweier thorakaler und einer
abdominalen Mamma sowie aus Leber, Milz, Lungen, Nieren und Uterus isoliert. Nach
reverser Transkription erfolgte die Analyse der cDNA mittels PCR unter Verwendung der
Primer T4 und T5. Diese amplifizierten wie beschrieben ein spezifisches LT-Fragment
von 414 bp sowie ein 694 bp grof3es st-Fragment. Zur Kontrolle der reversen Transkrip-
tion wurde ein Fragment des ubiquitédr exprimierten murinen p53 amplifiziert.

Abbildung 4.6 zeigt, daf3 in Tieren aller drei Linien Transkripte ausschlie3lich im Brust-
drisengewebe der thorakalen und abdominalen Mammae nachgewiesen werden konn-
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ten. Da es sich bei der RT-PCR um eine semiquantitative Methode handelt, konnte
dariber hinaus eine geringere Transkription in den Brustdrisen der Linie WAP-T-NP6
verglichen mit Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP8 aufgrund verminderter Ban-
denintensitat angenommen werden. Die Transgenexpression auf Proteinebene wurde

Abb. 4.6: Gewebespezifische Transgentranskription. Bei Tieren der Linien WAP-T1 (a),
WAP-T-NP8 (b) und WAP-T-NP6 (c) liel3 sich das Transgen am flinften Tag der Laktation mittels
semiquantitativer RT-PCR ausschlieBlich in thorakalen und abdominalen Brustdriisen nachwei-
sen. Als Kontrolle der reversen Transkription wurde ein Fragment des ubiquitar exprimierten,
murinen p53 amplifiziert.

anhand immunhistochemischer Farbungen beurteilt. Zum Zeitpunkt der Laktation wur-
den je Tier eine zervikale, zwei thorakale, eine abdominale und eine inguinale Mamma
untersucht. Zudem wurden Farbungen des Leber-, Milz-, Lungen-, Nieren- und Uterus-
gewebes durchgeflihrt. Bis auf einzelne Brustdriisen der Linie WAP-T-NP6 wiesen alle
untersuchten Mammae LT-positive Epithelzellen auf. Die Anzahl positiver Zellen zeigte
hierbei eine linienspezifische Verteilung (s. Abschnitt 4.3.3). In einem Fall konnte eine
fokale Positivitat im Speicheldriisengewebe einer nahe der zervikalen Brustdriise miter-
fassten Glandula sublingualis nachgewiesen werden. Diese war mit keinen morpholo-
gischen Veranderungen assoziiert. Alle Gbrigen Organe stellten sich in der LT-Farbung
negativ dar. Entsprechend der Ergebnisse der RT-PCR und der immunhistochemischen
Analyse handelte es sich demnach um eine nahezu ausschlieBlich gewebespezifische
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Transkription und Translation des Transgens.

4.3.2 Induktionsabhangigkeit der Transgentranskription und -expression

Um eine Transgenexpression nur nach Induktion durch Laktation zu gewéhrleisten, wur-
de die friihe Region des SV40 Gens an den WAP-Promotor gekoppelt. Da der WAP-
Promoter allerdings nicht ausschlielich der Kontrolle laktotropher Hormone untersteht,
sondern in seltenen Fallen auch durch Insulin oder gonadotrope Hormone wahrend
des Ostrus aktiviert werden kann, wurden nicht-induzierte Tiere hinsichtlich einer mdog-
lichen Transgenexpression untersucht. Alle unverpaarten Tiere waren zum Zeitpunkt
der Untersuchung 60 Tage alt und die Entwicklung des Brustdriisengewebes somit
abgeschlossen. Es wurden jeweils zwei Brustdriisen von funf Tiere der Linien WAP-
T-NP6, WAP-T-NP8 und WAP-T1 immunhistochemisch untersucht. Zusatzlich wurde
bei jeweils drei Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP6 bzw. zwei Tieren der Linie
WAP-T-NP8 eine RT-PCR der thorakalen und abdominalen Brustdriisen durchgefiihrt,
um auch kleinste Transgenexpressionen mdglichst sensitiv zu erfassen.

Abb. 4.7: Semquantitative RT-PCR der Brustdriisengewebe nulliparer Tiere. In einer Brust-
druse eines Tieres der Linie WAP-T1 konnten geringe Mengen des Transgentranskripts mittels
RT-PCR nachgewiesen werden (Pfeil).

Immunhistochemisch fand sich in jeweils einer Brustdrise zweier WAP-T-NP8 Tiere
eine LT-Expression. Eines der beiden Tiere hatte zum Zeitpunkt der Untersuchung be-
reits ein in situ Karzinom entwickelt. Bei dem zweiten waren nur einzelne, mit Wahrung
der azindren Strukturen in Clustern gelagerte Zellen betroffen. In der RT-PCR konnte
in einer der insgesamt 16 untersuchten Brustdriisen geringe Mengen des Transgens
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nachgewiesen werden. Es handelte sich dabei um ein Tier der Linie WAP-T1.

Sowohl in der immunhistochemischen Analyse als auch in der weit sensitiveren RT-
PCR konnten demnach einzelne LT-positive Brustdrisen detektiert werden. Zusam-
menfassend handelte es sich allerdings bei nur zwei von 30 immunhistochemisch un-
tersuchten Brustdriisen (7 %) bzw. einer von 18 mittels RT-PCR analysierten Mammae
(6 %) um seltene Félle induktionsunabhangiger Transgenexpression aufgrund Ostrus-
beeinfluBter Promoteraktivierung.

Abb. 4.8: LT-Expression am 5. Tag der Laktation. Linienspezifische LT-Expression zum Zeit-
punkt der Promoteraktivierung durch laktotrophe Hormone. WAP-T1 wies eine globale Trans-
genexpression auf (a), wahrend in Tieren der Linien WAP-T-NP8 und WAP-T-NP6 ein multifoka-
les (b) bzw. mono- bis paucifokales (c) Expressionsmuster beobachtet wurde. HE Farbung (d-f)
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4.3.3 Transgenexpression wahrend der Laktation

Die Aktivierung des endogenen WAP-Promoters ist ab dem 15. Tag der Schwanger-
schaft nachweisbar (Pittius et al., 1988) und erreicht mit der Laktation ihren H6he-
punkt. Analog ist zu diesem Zeitpunkt die Expressionsstarke des an den exogenen
WAP-Promoter gekoppelten Transgens sehr hoch. Eine Quantifizierung der linienspe-
zifisch unterschiedlichen Transgenexpression wurde mittels immunhistochemischer LT-
Farbung durchgeflihrt. Hierbei wurden jeweils zwei reprasentative Brustdriisen pro Tier
ausgewertet. Bei den untersuchten Mauslinien war ein streng linienspezifisches Ex-
pressionsmuster zu beobachten (s. Abb. 4.8). Tiere der Linie WAP-T1 wiesen zum
Zeitpunkt der Laktation die hdchste Transgenexpression auf. 89 % aller Epithelzellen
zeigten eine starke Expression flr LT. Das Expressionsmuster erwies sich als global im
Gegensatz zu der Verteilung LT-positiver Zellen in Mausen der Linien WAP-T-NP8. Bei
diesen Tieren exprimierten 46 % aller epithelialen Zellen das Transgen und wiesen da-
bei ein multifokales Expressionsmuster auf. LT-positive Zellen traten gruppiert auf und
stets waren mehrere Zellen desselben Lappches betroffen. In Brustdriisengewebe der
Linie WAP-T-NP6 exprimierten insgesamt nur 3 % aller Epithelzellen LT, drei der unter-
suchten 10 Brustdrisen erwiesen sich als vollstdndig negativ. Allerdings fiel gerade bei
dieser geringen Anzahl die gruppierte Konfiguration positiver Zellen ins Auge. Es han-
delte sich um ein mono- bzw. paucifokales Expressionsmuster. In allen Linien fand die
Transgenexpression vorwiegend in alveolaren Epithelzellen und nur zu einem geringere
Anteil in duktalen Epithelzellen statt.

4.3.4 Transgenexpression nach abgeschlossener Involution

Wie in der Analyse der Induktionsabhangigkeit der Transgenexpression nachgewie-
sen (s. Abschnitt 4.3.2), war die Transgenexpression bis auf wenige Ausnahmefalle
auf die Stimulation des exogenen, transgengekoppelten WAP-Promoters durch lakto-
trophe Hormone angewiesen. Erwartungsgeman wirde diese Annahme eine Beendi-
gung der Transgenexpression nach der Phase der Laktation bedeuten. Allerdings zeig-
ten alle transgeninduzierten invasiven Mammakarzinome nach immunhistochemischer
Analyse eine ausgepragte LT-Expression. Es stellte sich demnach die Frage, ob es
in invasiven Mammakarzinomen aufgrund der Zelltransformation und unbekannter Re-
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Abb. 4.9: LT-Expression am 5. Tag der Laktation. 89 % bzw. 46 % aller Epithelzellen trans-
gener Tiere der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP8 wiesen eine LT-Expression auf. Im Gegensatz
dazu exprimierten nur 3 % der Epithelzellen in Brustdrisen WAP-T-NP6 transgener Mause das
Transgen.

modelling-Prozesse zu einer de novo Synthese des Transgens kommt oder ob, trotz
fehlender Stimulation durch laktotrophe Hormone der WAP-Promoter konstitutiv akti-
viert ist. Es wurde hierzu eine Zeitstudie an drei Zeitpunkten nach abgeschlossener In-
volution durchgefihrt. Die Transgenexpression wurde anhand immunhistochemischer
LT-Farbungen untersucht und wie zum Zeitpunkt der Laktation quantfiziert.

4.3.4.1 WAP-T1 und WAP-T-NP8

Tiere der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP8 wiesen bezlglich der Transgenexpression
nach abgeschlossener Involution auffallige Ubereinstimmungen auf. Bei Tieren bei-
der Linien fanden sich an Tag 30 pw und und damit nach Abschluf3 der Involution
im Vergleich zur Laktation eine reduzierte Anzahl LT-positiver Zellen (s. Abb. 4.11).
Man sah jedoch weiterhin in allen untersuchten Brustdrisen einzelne lobuo-alveolare
(LA)-Einheiten mit starker LT-Expression. Bei der Linie WAP-T1 machten diese Foki
durchschnittlich 48 %, bei der Linie WAP-T-NP8 35 % aller verbliebenen Epithelzellen
aus. Transgenexprimierenden Azini bestanden wie ihr LT-negatives Pendant aus bis zu
finf Epithelzellen und fanden sich zum grof3en Teil wie zum Zeitpunkt der Laktation in
Clustern. Dawischen liegende LT-negative Zellen fehlten jetzt allerdings vollstandig.



4. Ergebnisse 50

Abb. 4.10: Proliferation LT-positiver Driisenendstiicke in Form funktioneller Einheiten. Die
Zellproliferate ahmen das Wachstumsmuster unauffélliger LA-Einheiten nach und breiten sich
kontinuierlich von peripheren, lobularen Epithelzellen ausgehend auf zentralere Duktabschnitte
aus (a-c). Erst spéater bewirkt der anhaltende Wachstumsdruck eine Protrusion der Zellen in das
Lumen (d).

30 Tage spater hatten sich diese transgenexprimierenden Einheiten vergréBert, wah-
rend ihre Anzahl weitestgehend gleich geblieben war. Die Anzahl LT-positiver Zellen
stieg auf 66 % in WAP-T1 bzw. 37 % in WAP-T-NP8 Tieren. Ferner war zu beobachten,
daf die Zellproliferate sich kontinuierlich von peripheren, lobuléren Epithelzellen aus-
gehend auf zentralere Duktabschnitte ausbreiteten und dabei das Wachstumsmuster
unauffalliger LA-Einheiten nachahmten (s. Abb. 4.10). Die offensichtlich klonale Expan-
sion fuhrte zur Auskleidung ganzer Drisenendstlicke durch LT-exprimierende Epithel-
zellen unter Beibehaltung der morphologisch vorgegebenen Strukturen. Bei anhalten-
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dem Proliferationsdruck flllten die Zellen nach und nach die Lumina der LA-Einheiten
aus. Am 120. Tag nach Absetzen der Jungtiere hatten die LT-positiven Zellen sich so-
weit vermehrt, daf3 sie schlieB3lich 77 % aller Epithelzellen in Tieren der Linie WAP-T1
und 76 % in Tieren der Linie WAP-T-NP8 darstellten. Wahrend bei der Linie WAP-T1
nach abgeschlossener Involution ein steter Anstieg LT-positiver Zellen zu verzeichnen
war, blieb die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in Tieren der Linie WAP-T-NP8
bis zum 60. Tag pw relativ konstant. Zwischen Tag 60 pw und Tag 120 pw kam es zu
einer ausgepragten Proliferation LT-positiver Epithelzellen, so daB gegen Ende der Zeit-
studie in Brustdrisen WAP-T1 und WAP-T-NP8-transgener Mause nahezu gleich vie-
le LT-positive Epithelzellen gefunden werden konnten. Dabei ging das Wachstum von
umschriebenen Arealen etwa gleichbleibender Anzahl aus. Die Herde positiver Zellen
vermehrten sich erst im spateren Verlauf. Zuséatzlich war 120 Tage pw die Aufhebung
vorgegebener lobulo-alveolérer Strukturen und somit struktureller Integritat zu erken-
nen.

4.3.4.2 WAP-T-NP6

Far Tiere der Linie WAP-T-NP6 ergab sich nach der Laktation ein vollig anderes Bild.
Zu jedem untersuchten Zeitpunkt fanden sich nur in jeweils einem von funf untersuch-
ten Tieren (25 %) LT-positive LA-Einheiten. Diese Azini wiesen eine dhnliche Architektur
wie bei WAP-T1- und WAP-T-NP8-M&usen auf. Auch kam es im Verlauf zu einer Prolife-
ration der einzelnen Herde. Allerdings erreichte der Anteil der LT-positiven Epithelzellen
aufgrund der wenigen betroffenen Azini im Verhaltnis nur 4 % (Tag 30 pw), 10 % (Tag
60 pw) und 7 % (Tag 120 pw). Fraglich war demnach ob tatsachlich nur einzelne Tie-
re eine LT-Expression aufwiesen oder aber die LT-Expression der Ubrigen LT-negativen
Tiere lediglich unterhalb der immunhistochemischen Detektionsgrenze lag.

Transgennachweis auf RNA-Ebene bei Tieren der Linie WAP-T-NP6 Jeweils zwei
Brustdriisen von funf Tieren an Tag 30 pw und vier Tieren an Tag 60 pw wurden mit-
tels RT-PCR auf eine Transgenexpression nach abgeschlossener Involution untersucht.
Diese Methode bot neben erhéhter Sensitivitat den Vorteil, da eine Transkription des
Transgens auch bei eventuell fehlerhafter Translation Uberprift werden konnte. Das
Ergebnis der RT-PCR bestatigte die immunhistochemischen Beobachtungen. Bei nur
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Abb. 4.11: Verlauf der LT-Expression in WAP-T1 und WAP-T-NP8 Tieren. Steter Anstieg
LT-positiver Zellen bei der Linie WAP-T1 nach abgeschlossener Involution (a), wahrend die An-
zahl transgenexprimierender Zellen bei WAP-T-NP8 bis 60 Tage pw relativ konstant blieb und
anschlieBend stark proliferierte (b). LT-Expression in Tieren der Linie WAP-T1 zur Zeit der Lak-
tation (c), 30 Tage pw (d), 60 Tage pw (e) und 120 Tage pw (f).
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einem Tier an Tag 30 pw der insgesamt neun untersuchten Tiere konnten geringe Men-
gen des Transgentranskripts nachgewiesen werden. Die Ubrigen Tiere wiesen keine
Transgentranskription auf.

Zusammenfassend konnte in einer Zeitstudie bei Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-
T-NP8 auch nach abgeschlossener Involution LT-positive Foki detektiert werden. Diese
exprimierten im Verlauf nicht nur weiterhin das Transgen, sondern proliferierten, so daf3
gegen Ende der Zeitstudie sich die Anzahl positiver Zellen trotz fehlender Stimulation
des WAP-Promoters durch laktotrophe Hormone vervielfacht hatte. Zusatzlich kam es
zu einer Ausbreitung der Zellen Uber die Anzahl der anfénglich umschriebenen Herde
hinaus. Diese Ausbreitung fand zum groBBen Teil unter Wahrung der azinaren Architek-
tur statt. Gegen Ende der Zeitstudie wiesen allerdings einige Areale strukturtiberschrei-
tendes Wachstum auf. Im Gegensatz dazu konnte zu allen untersuchten Zeitpunkten
in nur 25 % der WAPT-NP6 Tiere eine fokal begrenzte LT-Positivitat nachgewiesen
werden. Die LT-positiven Zellen proliferierten nur geringfligig und unter Beibehaltung
der azinaren Strukturen. Eine RT-PCR basierte Untersuchung bestétigte eine fehlende
Transgentranskription in den Brustdrisen der Gbrigen WAP-T-NP6 Mause.

4.4 Analyse der Brustdrusenmorphologie WAP-T-transgener
Mauslinien

Wie in Abschnitt 4.3.2 gezeigt, exprimierten alle WAP-T-transgenen Tiere die frihe Re-
gion des SV40 Gens nach Induktion durch Laktation in epithelialen Zellen des Brust-
drisegewebes. Um auch friiheste morphologische Veranderungen als Folge der Trans-
genexpression zu erfassen, wurde die Brustdriisenmorphologie vom nulliparen Stadi-
um bis zum Auftreten erster invasiver Adenokarzinome nach Induktion analysiert. Die
Beurteilung der groben Organarchitektur erfolgte hierbei mit Hilfe von Wholemount-
Praparaten, wahrend die feingewebliche Untersuchungen mittels HE-gefarbter Gewebs-
schnitte durchgefiihrt wurde. Fir jedes Entwicklungsstadium wurden mindestens finf
Tiere untersucht.
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4.4.1 Nullipares Stadium

Die Analyse der Brustdrisenmorphologie wurde bei 30 und 60 Tage alten, nulliparen
Balb/c-Kontrolltieren und 60 Tage alten, nulliparen WAP-T-transgenen Tieren durchge-
fohrt. Das Brustdrisengewebe transgener Tiere aller Linien zeigte hierbei im Vergleich
zu den Kontrolltieren eine dem Entwicklungsstadium entsprechende, regelrechte Diffe-
renzierung. Mit Ausnahme eines WAP-T-NP8 Tieres, welches bereits nach 60 Tagen
ein in situ Karzinom entwickelt hatte, konnten weder auf submakroskopischer Ebene
noch mikroskopisch pathologische Veranderungen gesehen werden.

Abb. 4.12: Brustdriisenmorphologie nulliparer Tiere. Wholemount-Praparat einer 30 Tage
alten, nulliparen Balb/c-Maus mit rudimentdrem Duktsystem (a). An distalen Enden primarer
Dukte (b) finden sich TEBs mit mehrschichtigem Epithel (c). 60 Tage alte, nullipare WAP-T-NP8
Maus mit ausgereiftem Duktsystem (d+e) und Alveolarknospen mit einschichtigem Epithel und
umgebenden Myoepithelien (f). Lymphknoten (Stern). Schematische Darstellung der TEBs (Q)
und Alveolarknospen (h), modifiziert nach Woodward et al., 2005.
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Bei Mausen im Alter von 30 Tagen bestehen die Brustdriisen zu einem groBen Teil aus
univakuolarem Fettgewebe. In diesem Fettkdrper war bei Balb/c Tieren ein rudimenta-
res Duktsystem bestehend aus unverzweigten Milchgangen erkennbar. An den dista-
len Enden der primaren Dukte fanden sich terminale Knospen, die sog. Terminal End
Buds (TEBs). Mikroskopisch bestanden diese aus multiplen, epithelialen Zellschichten
(s. Abb. 4.12). Die Zellen der auBeren Zellschicht (Cap cells) besitzen Stammzellcha-
rakter und differenzieren im weiteren Verlauf zu einschichtigem Epithel und umgeben-
den Myoepithel. Im Alter von acht Wochen hatte das Milchgangsystem in Brustdriisen
transgener Weibchen und in Kontrolltieren die Grenzen des Drisenkdrpers erreicht.
Die Dukte hatten sich in sekundéare und tertidre Gangstrukturen aufgezweigt und fill-
ten den gesamten Fettkérper aus. Das Milchgangsepithel war einschichtig und zeigte
keine atypischen Veranderungen. Die terminalen Endknospen hatten sich vollsténdig
zurickgebildet. Stattdessen fanden sich an den distalen Enden terminaler Dukte ru-
dimentére Alveolen mit einschichtigem Epithel umgebenen von myoepithelialen Zellen
und einer Basalmembran. Zwischen transgenen Tieren und Kontrollweibchen bestan-
den keine Unterschiede im Grad der Milchgangverzweigungen und der Ausbildung al-
veolarer Knospen. Der Anteil des Brustdriisenepithel war in beiden Gruppen ebenfalls
vergleichbar.

4.4.2 Laktation

Wahrend der 19-21 Tage dauernden Schwangerschaft differenzieren die alveolaren
Knospen zu reifen Alveolen. Unter dem Einflu3 von Progesteron kommt es initial zu ei-
ner ausgepragten Proliferation der alveolaren Knospen. Das Verhaltnis epithelialer Zel-
len zu Adipozyten verschiebt sich zugunsten des Drusenkérpers. Innerhalb der zweiten
Schwangerschaftshalfte, der sogenannten lobulo-alveolaren Phase, differenzieren die
alveolaren Knospen zu reifen Alveolen. Erst kurz vor der Geburt der Jungtiere beginnt
innerhalb der alveoléaren Epithelzellen die Milchsynthese. Nach der Geburt der Jungtie-
re beginnt die Laktationsphase.

In der Wholemount-Praparation stellten sich die Brustdriisen an Tag 5 post partum
(pp) als dichtes Organ dar, in dem eine detaillierte Beurteilung einzelner Strukturen
kaum noch moglich war. Erkennbar waren in allen untersuchten Brustdrisen stark er-
weiterte und aufgrund intraluminaler Milchsekretion hyperdens erscheinende Alveolen.
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Abbildung 4.13 gibt einen Uberblick {iber die Morphologie der Brustdriise in transgenen
WAP-T-NP8 M&usen sowie Kontrolltieren an Tag fiinf pp. Ubersicht und Detailansicht
des Brustdriisengewebes zeigen einen identischen Proliferationsgrad der alveolaren
Knospen.

Abb. 4.13: Brustdriisenmorphologie laktierender Tiere. Submakroskopische und mikrosko-
pische Darstellung laktierender Brustdriisen mit regelhaft erweiterten und aufgrund intralumina-
ler Milchsekretion hyperdens erscheinenden Alveolen in Balb/c-Kontrolltieren (a-c¢) und WAP-T-
NP8 (d-f).

Eine detaillierte Analyse der Zellmorphologie in HE gefarbten Schnittpraparaten zeigte
sowohl in transgenen Tieren als auch in Kontrollmausen eine relative Zunahme des epi-
thelialen Kompartiments mit regelrecht konfigurierten lobuloalveolare Strukturen. Die
Mammaepithelzellen hatten als Zeichen der zunehmenden Differenzierung mit der Li-
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Abb. 4.14: WAP-T1 an Tag 5 post partum. Sparlich entwickeltes Laktationsgewebe in ein-
zelnen Brustdrisen WAP-T1-transgener M&use sowie im Gegenzug dazu einen erhdhten Adi-
pozytenanteil (a). Vereinzelt Herde mit intraluminal akkumuliertem, eosinophilem und lamellar
konfiguriertem Sekret und starr erscheinenden Azini (b).

pidsynthese begonnen und wiesen in ihren Zytoplasma grofe lipidhaltiger Vesikel auf.
Weitestgehend unterschieden sich Anzahl, Grée und Verteilung dieser Vesikel zwi-
schen transgenen Tieren und Kontrolltieren nicht. Allerdings zeigten einzelne Tiere der
Linie WAP-T1 im Gegensatz zu den anderen transgenen Linien in wenigen Brustdri-
sen spérlich entwickeltes Laktationsgewebe sowie im Gegenzug dazu einen erhdhten
Adipozytenanteil (s. Abb. 4.14). Ferner lieBen sich vereinzelte Herde mit intraluminal ak-
kumuliertem, eosinophilem und lamellar konfiguriertem Sekret beobachten. Diese LA-
Einheiten fielen zudem durch ihre dicht gedrangten Epithelzellen und dadurch ,starr®
erscheinenden Azini auf. Zusammenfassend ergab die morphologische Analyse der Li-
nien WAP-T-NP6 und WAP-T-NP8 damit keinen Hinweis auf einen Entwicklungsdefekt
der Brustdriise zum Zeitpunkt der Laktation wéhrend einzelne Tiere der Linie WAP-T1
beginnende dysplastische Veranderungen erkennen lie3en.

4.4.3 Nach abgeschlossener Involution

Nach Abschluf3 der Laktation kommt es wahrend der Involution durch massive Apop-
tose der alveolaren Epithelzellen zur Zerstérung lobulo-alveolarer Strukturen. Im Ge-
genzug expandieren die verbliebenen Adipozyten und das umgebende Bindegewebe.
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Durch diesen lipomatésen und bindegewebigen Umbau der Brustdriise wird im Laufe
der etwa 21 Tage dauernden Involution ein Zustand erreicht, der morphologisch der
postpubertaren virginen Brustdriise ahnelt.

Abb. 4.15: Brustdriisenmorphologie nach abgeschlossener Involution. Submakroskopi-
sche und mikroskopische Darstellung unauffélliger, ruhender Brustdrisen nach abgeschlos-
sener Involution in Balb/c-Kontrolltieren 60 Tage pw (a-¢) und WAP-T-NP6 Mausen 120 Tage
pw (d-f). Lymphknoten (Stern).

Kontrolltiere und WAP-T-NP6 Mause wiesen vergleichbare Bilder nach abgeschlosse-
ner Involution auf. Bereits an Tag 30 pw bestand das Brustdrisengewebe Uberwiegend
aus reifzelligem Fettgewebe. Die LA-Einheiten ahnelten stark dem postpubertéaren Ent-
wicklungsstand mit nur wenig verbliebenen Alveolen (s. Abb. 4.15). Im weiteren Verlauf
schien es bei einigen Tieren bis zum 120. Tag pw trotz bereits abgeschlossener In-
volution zu einer weiteren Reduzierung der Alveolen zu kommen. Dieses Bild zeigte
sich sowohl in Balb/c als auch in WAP-T-NP6 M&usen. Lediglich in jeweils einem von
finf zu jedem Zeitpunkt eingesetzten WAP-T-NP6 Tieren (25 %) konnten monofokale,
minimale nodulare LA-Veranderungen detektiert werden. Bei histologischer Begutach-
tung wiesen diese Herde dilatierte Azini mit einschichtigem Epithel und intraluminalen
Sekretakkumulationen, dhnlich den bei WAP-T1 zum Zeitpunkt der Laktation beschrie-
benen Foki, auf. Stets waren maximal finf Azini einer LA-Einheit betroffen.
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Im Gegensatz dazu waren bei Tieren der Linie WAP-T-NP8 und WAP-T1 bereits sub-
makroskopisch 30 Tage pw deutliche Veranderungen erkennbar. Im Bereich der dis-
talen LA-Einheiten fanden sich vermehrt nodulare Auftreibungen, wahrend die zuflh-
renden, terminalen Duktuli sich als partiell ektatisch mit Wandverdickungen darstellten
(s. Abb. 4.16). Histologisch handelte es sich auch hier um dilatierte Alveoli mit einrei-
higer, hypertropher Epithelauskleidung und geflllt mit eosinophilem Sekret. Zusétzlich
fanden sich allerdings Areale mit beginnender Mehrreihigkeit der epithelialen Ausklei-
dung. Submakroskopisch wirkten diese Bereiche weit gewebsdichter als die umgeben-
den Strukturen (s. Abb. 4.16, d-e). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal stellte das
Verteilungsmuster der beschriebenen Lasionen dar. Wahrend WAP-T-NP6 Tiere in nur
25 % monofokale Veranderungen mit Beteiligung nur weniger LA-Einheiten aufwiesen,
fanden sich diese bei Tieren der Linien WAP-T-NP8 und WAP-T1 mit multifokalem bzw.
globalem Verteilungsmuster.

Zum Zeitpunkt 60 Tage pw konnten die beschriebenen submakroskopisch dichter er-
scheinenden Lasionen vermehrt in Brustdriisen der WAP-T-NP8 Tiere bzw. Uberwie-
gend bei Tieren der Linie WAP-T1 detektiert werden. Histologisch waren die Azini nun
fokal vollstandig ausgefUllt von intraduktalen, atypischen Epithelproliferaten mit ausge-
pragter Kernpleomorphie und zahlreichen atypischen Mitosen. Es fanden sich neben
soliden, kribriformen und clinging-artigen Wachstumsmustern seltener auch papillare
Formationen. Die Lasionen selbst waren von gréBerer Ausdehnung und teils unter Ein-
bezug gesamter Drisenlappchen, immer jedoch scharf von dem umgebenden Gewebe
abgrenzbar. Ein Tier der Linie WAP-T1 wies zwei invasive, tubuopapillar wachsende
Tumore der cervikalen und thorakalen Brustdrise auf.

120 Tage pw waren bei zwei WAP-T1 Mausen und vier WAP-T-NP8 Tieren bereits nach
Eréffnung des Situs makroskopisch maximal bis zu 1,4 cm messende Tumore erkenn-
bar. Die beiden WAP-T1 Tiere waren an jeweils drei bzw. vier malignen Tumoren unter-
schiedlichster histologischer Differenzierung erkrankt. Ungeachtet ihres Wachstums-
musters wiesen die Tumorzellen eine deutliche Pleomorphie der Zellkerne und mas-
siv vermehrte atypische Mitosen auf. Ein ausgepragt schlecht differenziertes Karzinom
zeigte fokal eine beginnende Angioinvasion. Bei den Tumoren der erkrankten WAP-
T-NP8 Mause handelte es sich um zwei solitédre gut bis maBig differenzierte Tumore.
Zwei Tiere wiesen zwei bzw. drei gut bis maBig differenzierte Tumore mit Gberwiegend
tubulopapillarem Wachstumsmuster auf.
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Abb. 4.16: Neoplasien der Brustdriise in Tieren der Linien WAP-T1 30 und 60 Tage pw.
Nodulare Verdichtungen distaler LA-Einheiten 30 Tage pw (a ,b ,d). Nach histologischer Aufar-
beitung wiesen dieselben Herde dilatierte Alveoli mit intraluminalem, pathologischem Sekret auf
(c, e). Fokal zeigte sich eine beginnende Mehrreihigkeit des Epithels (e, Pfeilspitze). 60 Tage
pw erschienen die nodularen Auftreibungen gréBer und verdichtet (f, g, i). In der Histologie der
entsprechenden Lasionen fanden sich atypische intraduktale Epithelzellproliferate (j).
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4.4.4 Histopathologische Klassifikation muriner Neoplasien der
Brustdrise

Die nach abgeschlossener Involution entstehenden L&sionen wurden entsprechend
den Vorschlagen des Annapolis pathology panels, einer Initiativgruppe des National
Institute of Health (NIH) beurteilt (Cardiff et al., 2000). Es handelt sich dabei um eine
alternative, rein morphologisch-deskriptive Klassifikation zur Beurteilung entstehender
Brustdrisenlésionen in transgenen Mausmodellen. Préinvasive Lasionen wurden unter
der Kategorie Mammary Intraepithelial Neoplasia (MIN) zusammengefaf3t. MINs sind
definiert als unmittelbare Vorlauferlasionen invasiver Karzinome mit strikten morpholo-
gischen Kriterien, einschlieBlich nuklearer Atypien.

Duktale Dysplasie Bereits friiheste Lasionen wiesen ausgrund LT-abhangiger Trans-
formation Kernatypien auf. Diese fanden sich im Bereich distaler Endstlicke der LA-
Einheiten. Histologisch waren dilatierte, vermutlich durch lateralen Wachstumsdruck
,starr“ erscheinende Azini zu erkennen. Sie waren aus hypertrophem, einreihigem Epi-
thel aufgebaut und enthielten verglichen mit unauffaligen LA-Einheiten bereits eine 2-
3fach erhéhte Anzahl von Epithelzellen. Die Kerne selbst zeigten trotz regelmaBiger,
basaler Position eine maBige Hyperchromasie. Vermehrt fanden sich atypische Mito-
sen. Intraluminal konnte immer wieder eine stark eosinophile Sekretretention gesehen
werden. Wéhrend diese Lasionen noch als low grade Dysplasien zu beschreiben sind,
zeigten sich an Tag 60 pw in WAP-T1 und WAP-T-NP8 Tieren Uberwiegend Lasionen im
Sinne einer high grade Dysplasie mit ein- bis mehrreihigem Epithel und hoch pleomor-
phen oval bis langlichen und hochgestellten Kernen. Diese L&sionen wiesen deutlich
erkennbare Nukleoli, granuliertes randstandiges Chromatin und eine erhéhte Mitosera-
te auf. Ferner war nun eine deutliche intraluminale Sekretakkumulation nachweisbar. In
Randbereichen der Lasionen fanden sich lymphoplasmazellulédre Infiltrate sowie eine
Vermehrung des umgebenden Stromas.

Carcinoma In situ (CIS) Mit fortschreitender Proliferation traten neoplastisch ver-
anderte Azini mit kribriformem, solidem, mikropapillarem oder Gberwiegend clinging-
artigem Wachstumsmuster auf. Die Architektur der LA-Einheiten blieb jedoch stets er-
halten. Ein GrofB3teil der Herde wies gemischte Wachstumsmuster auf. Eine deutliche
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Vermehrung der Epithelzellen sowie der abnormen Driisenazini war zu erkennen. Dabei
war die topografische Verteilung ahnlich der LT-Expression zum Zeitpunkt der Laktation
linienspezifisch. Wahrend bei Tieren der Linie WAP-T1 atypische Epithelproliferate hau-
fig den gesamten Driisenbaum, im Sinne einer Lappchenkanzerisierung involvierten,
herrschte bei Tieren der Linie WAP-T-NP8 ein multifokales Geschehen vor. Bei Tieren
der Linie WAP-T-NP6 waren mono- bis paucifokale umschriebene L&sionen sichtbar.
Innerhalb des vermehrten, dichten intra- und perilobularen Stromas fanden sich teils
dichte lymphoplasmazelluléren Infiltraten sowie GeféBneubildungen im Sinne einer tu-
morassoziierten Neoangiogenese.

Minimal invasive Karzinome Minimal invasive Karzinome konnten in diesem Maus-
modell nur anhand vereinzelt liegender Epithelzellen ohne Bezug zu Drisenstrukturen
befunded werden. Eine gut sichtbare Basalmembran schien im Verlauf der Entstehung
von low und high grade Dysplasien verloren zu gehen (s. Abschnitt 4.6.4).

Invasives Adenokarzinom (IAC) Erste invasive Tumore traten in Tieren der Linien
WAP-T1 und WAP-T-NP8 bereits zwischem dem 60. und dem 120. Tag pw auf. Es
konnten gut differenzierte IACs mit tubularen, papillaren, tubulo-papillaren und azi-
naren/alveolaren Wachstumsmustern (G1), maBig bis schlecht differenzierte (G2-3)
und undifferenzierte Karzinome (G4) unterschieden werden. Einige Tumore zeigten
ausgedehnte zentrale Nekrosen. Karzinomzellen der Adenokarzinome wiesen Maligni-
tatskriterien im Sinne verschobener Kern-Plasma-Relation, atypischer Mitosen und ho-
her Pleomorphie auf. Im Gegensatz zu humanen Mammakarzinomen traten innerhalb
eines Tumors unterschiedliche Differenzierungsmuster nebeneinander auf. Diese Hete-
rogenitat beruhte mutmaflich auf dem Wachstum mehrerer neoplastischer Foki neben-
einander. Murine IACs waren in den meisten Fallen von einer bindegewebigen Kapsel
umgeben, was zu einem eher verdrangenden als infiltrativem Tumorwachstum fihrte.

Bei der histopathologischen Beurteilung konnten immer wieder definierte frihe Sta-
dien der Karzinogenese detektiert werden, die Ubergange in potentiell hdher-maligne
Stadien darstellten. So konnte die Progression von Dysplasien Uber in situ Karzinome
in invasive Adenokarzinome verfolgt werden.
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Abb. 4.17: Histopathologische Charakteristika muriner Neoplasien. Dysplasien (a-c): dila-
tierte, ,starre” Azini mit einreihigem, hypertrophem Epithel und pathologischer Sekretretention.
CIS (d-h): mehrreihige Epithelzellformationen mit clinging-artigem (c,e,f, Pfeilspitzen), kribrifor-
mem (g,h) und partiell solidem (d.f, Pfeile) Wachstumsmuster. IAC (i-k): Zellverb&nde eines
schlecht differenzierten, invasiven Karzinoms mit zentralen Nekrosen (i, Stern), beginnender
Angioinvasion (j, Pfeilspitze) ausgepragter Kernpleomorphie und zahlreichen Mitosen (k).
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4.5 Transgenabhangigkeit muriner Neoplasien der
Brustdrise

Far alle detektierten MINs und invasiven Karzinome, konnte eine Transgenabhéangigkeit
mittels immunhistochmischer LT-Farbung nachgewiesen werden. Insbesondere frihe
Stadien wiesen eine stark positive nukleéare Farbereaktion fir LT auf, wahrend invasive
Tumore in zentralen Anteilen auch schwéachere Farbeergebnisse zeigten (s. Abb. 4.18).

Abb. 4.18: Trangenabhéngikeit muriner Neoplasien der Brustdriise. Murine Neoplasien mit
nachweisbarere LT-Expression in der IHC. Dysplasien (a + d), CIS (b + e), IAC (c + f).

Interessanterweise schien bei der Entstehung muriner Neoplasien die Dosis des trans-
formierenden Transgens eine Rolle zu spielen. Die Abbildungen 4.19, 4.20 und 4.21
geben die auftretenden Neoplasien in jedem untersuchten Tier in Relation zu der An-
zahl LT-exprimierender Epithelzellen wieder. Bei der hoch-exprimierenden Linie WAP-
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T1 zeigten zwei Tiere bereits wahrend der Laktation, und damit maximal 11 Tage nach
Beginn der Transgenexpression, Lasionen im Sinne einer Dysplasie. 30 Tage pw wie-
sen vier von funf eingesetzen Tieren (80 %) zahlreiche Dysplasien auf. Weiterhin konn-
te bei einem Tier ein CIS detektiert werden. Nach weiteren 30 Tagen waren in allen
untersuchten Brustdriisen die Drisenendstlcke global dysplastisch transformiert und
zeigten multiple Herde mit CIS-Formationen. Ein Tier wies histologisch bereits zwei in-
vasive Tumore auf. Am 120. Tag pw zeigten zwei von fiinf Mausen IACs (40 %) (s. Abb.
4.19). Bei den beiden erkrankten Tieren konnten mikroskopisch jeweils drei IACs bzw.
vier IACs im Bereich der cervikalen und thorakalen Brustdriisen nachgewiesen werden.

5d pp 30d pw 60d pw 120d pw
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Abb. 4.19: Transgenabhédngige Entstehung muriner Neoplasien in Tieren der Linie WAP-
T1. Frihzeitige Entstehung von Dysplasien wahrend der Laktation. Nach globaler, dysplastsi-
scher Transformation aller LA-Einheiten treten multiple CIS-Formationen und IACs auf. Mit der
Progression zu héher-malignen Neoplasien steigt die Anzahl LT-positiver Epithelzellen.

Bei Tieren der Linie WAP-T-NP8 wurden die ersten Veranderungen etwas spater detek-
tiert. Wahrend alle LA-Einheiten zum Zeitpunkt der Laktation morphologisch unaufféllig
waren, sah man 30 Tage pw in Brustdriisen von vier der eingesetzten finf Mause (80
%) multifokale dysplastische Veranderungen. Multiple CIS Herde zeigten sich 30 Tage
spater bei zwei von finf Tieren (40 %). 120 Tage pw wiesen alle Tiere multifokale CIS-
Formationen auf und vier der flnf Tiere waren an einem IAC erkrankt (80 %). Bei zwei
dieser vier Mause handelie es sich um einen solitaren Tumor, bei den anderen beiden
um jeweils zwei bzw. drei IACs.
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Abb. 4.20: Transgenabhéngige Entstehung muriner Neoplasien in Tieren der Linie WAP-
T-NP8. Multifokales Auftreten dysplastischer Herde an Tag 30 pw. An Tag 60 pw zusétzlich
vereinzelte CIS-Formationen. Erst mit exzessivem Anstieg der LT-Expression entstehen ausge-
dehnte CIS-Herde und IACs.

Abb. 4.21: Transgenabhéngige Entstehung muriner Neoplasien in Tieren der Linie WAP-
T-NP6. Nur jeweils ein Tier an Tag 30, 60 und 120 pw mit mono- bis paucifokalen, in der Immun-
histochemie LT-positiven Dysplasien ohne erkennbare Progressionstendenz. Das immunhisto-
chemisch LT-negative Brustdriisengewebe war morphologisch unauffallig.

Bei der Betrachtung der LT-Expression zum Zeitpunkt des Auftretens erster Neoplasien
konnten einige RegelmaBigkeiten beobachtet werden. Sowohl Tiere der Linien WAP-T1
als auch der Linie WAP-T-NP8 wiesen Dysplasie und erste CIS erst ab einer Anzahl von
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30-40 % LT-exprimierender Epithelzellen auf. Invasive Tumore waren ab einer Anzahl
von etwa 70 % LT-exprimierender Epithelzellen nachweisbar.

Bei Tieren der Linie WAP-T-NP6 waren in nur 25 % zu jedem untersuchten Zeitpunkt
mono- bis paucifokale Brustdriisenldsionen im Sinne einer Dysplasie zu detektieren.
Die Foki wiesen keine Progressionstendenzen zu héher-malignen Neoplasien auf und
stellten sich in allen Fallen als deckungsgleich mit den in der LT-Farbung als positiv
gewerteten Herden heraus.

Zusammenfassend wies jede atypische Epithelverdnderung in der LT-Farbung positi-
ve Signale auf und war somit nachweislich Transgen-assoziiert. Je mehr positive Zellen
nachgewiesen werden konnten, umso haufiger konnten héher-maligne Lasionen bis
hin zum invasiven Tumor detektiert werden. Bei Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-
T-NP8 schienen sogar Schwellenwerte der LT-Expression fir die Entstehung spezieller
Neoplasien erkennbar zu sein. Allerdings muf3 in Betracht gezogen werden, dass die
erh6hte Proliferationsaktivitat wahrend der Progression auch zu einer erhéhten Anzahl
LT-positiver Zellen geflhrt haben kénnte, ohne die histopathologische Wertigkeit der
Lasion zu beeinflussen.
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4.6 Immunhistochemische Charakterisierung
transgeninduzierter Neoplasien

Prognostische und molekulare Marker nehmen bei der Beurteilung humaner invasiver
Mammakarzinome und ihrer préaneoplastischen Vorstufen eine besondere Stellung ein.
Sie dienen dazu, das biologische Verhalten und molekulare Eigenschaften des Tumors
einzuschatzen, die fir die weitere Progression der Erkrankung insbesondere in Bezug
auf mégliche therapeutische Optionen von Bedeutung sind. Um neben der Morpholo-
gie die Relevanz des WAP-T-transgenen Mausmodells als Modell fir die Karzinogene-
se des humanen Mammakarzinoms zu untersuchen, war eine Analyse der in der hu-
manen Situation angewandten prognostischen Marker unablassig. Entsprechend den
Vorschlagen des Anapolis Pathology Panels (Cardiff et al., 2000) wurde eine immunhi-
stochemische Charakterisierung muriner Neoplasien durchgeflhrt, bei der neben der
Beurteilung der Transgenexpression folgende, in der humanen Diagnostik als progno-
stische Marker verwendete Parameter untersucht wurden: 1) Hormonrezeptoren (ER,
PR), 2) c-erbB2 (Her2), 3) Apoptoseindex (TUNEL), 4) Proliferationsindex (Ki67) sowie
5) eine Analyse terminaler Differenzierungsmarker (CK6, CK14, CK18, SMA, Vimentin).

4.6.1 Hormonrezeptoren

Die Expression des Ostrogenrezeptors (ER) und Progesteronrezeptors (PR) gehért zu
den wichtigsten Prognosefaktoren bei der Beurteilung humaner Mammakarzinome. Ein
Verlust der Hormonrezeptorexpression geht mit einer schlechten Prognose und einem
aggressiven Krankheitsverlauf einher (Locker, 1998; Osborne, 1998). Die Auswertung
des ER/PR-Status erfolgte nach dem immunoreaktiven (IRS) Score nach Remmele. Es
handelt sich dabei um ein gangiges Bewertungssystem aus der humanen Mammakar-
zinomdiagnostik u.a. zur Beurteilung des Hormonrezeptorstatus (s. Abschnitt 3.2.3.5).
LA-Einheiten und Dukte der Balb/c Kontrolltiere an Tag 30 und 60 pw zeigten ein ein-
heitliches Verteilungsmuster ER- und PR-positiver Epithelzellen. 30-50 % aller Epithe-
lien wiesen eine schwach bis maBig positive, nukleare Farberektion fir ER auf (durch-
schittlicher IRS 2.4 an Tag 30 pw bzw. 3.5 an Tag 60 pw). Bei 50-60 % der Zellen fand
sich eine durchweg stark positive PR-Farbung (durchschittlicher IRS 9.4 an Tag 30 pw
bzw. 9.0 an Tag 60 pw). Das immunhistochemisch Uberwiegend LT-negative Brustdru-
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sengewebe WAP-T-NP6-transgener Mause lief3 zu allen untersuchten Zeitpunkten ein
vergleichbares ER/PR-Expressionsmuster erkennen (s. Abbs. 4.22, 4.23). Die regelma-
Bige Verteilung Hormonrezeptor-positiver Epithelzellen erstreckte sich dabei gleicher-
mafen auf proximale Dukte als auch auf terminal gelegene Duktuli und LA-Einheiten.
Tiere der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP8 dagegen wiesen lediglich an Tag 30 pw aqui-
valente Expressionen fiir PR und an Tag 30 und 60 pw fir ER auf. Im Anschluf3 daran
war fur beide Linien eine stark reduzierte ER/PR-Expression nachweisbar (s. Abbs.
4.22, 4.23).

PR-Status (IRS Score)

Zeitpunkt WAP-TH1 WAP-T-NP8  WAP-T-NP6  Balb/c Kontrolle

30dpw  7.2(6.0-9.0) 8.4(6.0-9.0) 8.4(6.0-9.0) 9.4 (8.0-12.0)
60dpw 5.4 (4.0-9.0) 6.6(6.0-9.0) 9.0(9.0-9.0) 9.0 (9.0-9.0)
120dpw 4.0 (2.0-6.0) 4.4 (3.0-6.0) 9.0 (9.0-9.0)

T1 NP8 NP6 Balb/c

—
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Abb. 4.22: Progesteronrezeptor-Status. Werte jeweils angegeben als Mittelwert (range). Re-
duzierte Nachweisbarkeit des PR bei WAP-T1 und WAP-T-NP8 M&usen ab dem 60. Tag pw im
Vergleich zu WAP-T-NP6- und Balb/c-Kontrolltieren. Darstellung des Imunnoreaktiven Scores
(IRS Score) im Whisker-Plot. 30 Tage pw (1), 60 Tage pw (2) und 120 Tage pw (3).
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ER-Status (IRS Score)

Zeitpunkt WAP-TH WAP-T-NP8  WAP-T-NP6  Balb/c Kontrolle

30dpw  2.2(2.0-3.0) 20(2.0-20) 2.8(2.0-4.0) 2.4 (2.0-3.0)
60dpw 2.0 (2.0-2.0) 2.4 (2.0-40) 28(2.0-4.0) 3.5(2.0-4.0)
120dpw 1.4 (1.0-2.0) 1.6(1.0-2.0) 2.8 (2.0-4.0)

12+ T NP8 NP6 Balbl/c
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Abb. 4.23: Ostrogenrezeptor-Status. Werte jeweils angegeben als Mittelwert (range). Vermin-
derte Expression des Ostrogenrezeptors analog zu dem frithen Verlust der Progesteronrezep-
torexpression ab dem 60. Tag pw bei WAP-T1 bzw. ab dem 120. Tag pw bei WAP-T-NP8. 30
Tage pw (1), 60 Tage pw (2) und 120 Tage pw (3).

Bei der morphologischen Beurteilung des Verteilungsmusters der Hormonrezeptoren
stellte sich heraus, dal3 bereits auf Ebene der Dysplasien die Anzahl ER/PR-positiver
Zellen reduziert war (s. Abb. 4.24). Der ER-Rezeptor schien hierbei vor dem PR-Rezep-
tor verlorenzugehen, was allerdings auch auf die geringere Féarbeintensitat zurtickzu-
fihren sein kénnte. CIS und IACs stellten sich als vollstéandig negativ fiir beide Hormon-
rezeptoren dar. Im Verlauf der Tumorprogression entwickelte sich demnach schon friih
eine Hormonrezeptorunabhangigkeit, die Hinweis auf eine schlechte Differenzierung
der Neoplasien sein kénnte.
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Abb. 4.24: Hormonrezeptorverlust im Verlauf der Karzinogenese. Unaufféllige LA-Einheiten
und Dukte mit schwach bis maBiger positiver, nukledrer ER-Expression (a) und stark positiver,
nukledrer PR-Expression (b). Dysplasien mit beginnendem Hormonrezeptorverlust (Pfeil, c+d).
Durchweg ER und PR negative CIS (e+f) und IAC (g+h).
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4.6.2 c-ErbB2 (Her2/neu)

Das Onkoprotein c-ErbB2 (HER2) ist ein transmembrandser Wachstumsfaktorrezeptor
vom Tyrosinkinase-Typ. Rund 20-30 % aller humanen invasiven Mammakarzinome wei-
sen eine HER2-Uberexpression auf und sind (iberdies durch eine schlechtere Differen-
zierung und einen schlechteren Verlauf gekennzeichnet (Kallioniemi et al., 1992). Bei
der Begutachtung muriner Neoplasien in dem untersuchten WAP-T-transgenen Maus-
modell wiesen alle Lasionen vom Auftreten erster Dysplasien bis zur Entwicklung in-
vasiver Karzinome unabhangig vom histologischen Subtyp eine membrandse Farbung
fir c-ErbB2 auf. Einschrankend muf3 allerdings erwahnt werden, daf3 die Detektion des
c-ErbB2 neben der membrandsen auch eine maBige zytosolische Anfarbung ergab, die
in schwacherer Auspragung auch von morphologisch unveranderten Epithelien aufge-
wiesen wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits bei der Analyse anderer muriner
Mammakarzinom-Modelle beschrieben (Lin et al., 2003). Obwohl es sich im Gegensatz
zu der membrandsen Markierung hauptséchlich um eine unspezifische Farbereaktion
zu handeln schien, konnte nicht mit letzter Sicherheit geklart werden, ob es sich hier um
eine Uberexpression des Wachstumsfaktors als Ausdruck einer Amplifikation handelte,
wie sie auch in schlecht differenzierten pré-invasiven und invasiven Lasionen huma-
ner Mammakarzinome beschrieben wird (Couturier et al., 2000; Jacobs et al., 1999;
Lakhani, 1999).

Abb. 4.25: Expression des c-ErbB2 Rezeptors. Membrandse und zytosolische c-ErbB2
(HER2) Expression in CIS (a) und IAC (b).
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4.6.3 In vivo Zellkinetik

Ein Ungleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose gilt als ein entscheiden-
der Faktor bei der Tumorentstehung. Insbesondere der Ki67-Index als Maf3 der Prolife-
rationsaktivitdt wurde mit einem erhdhten Rezidivrisiko und einer schlechteren Uberle-
bensrate in Verbindung gebracht und als unabh&ngiger Prognosefaktor fir den Krank-
heitsverlauf des humanen Mammakarzinoms beschrieben (de Azambuja et al., 2007).

Proliferationsrate (IRS Score)

Zeitpunkt WAP-T1 WAP-T-NP8 WAP-T-NP6  Balb/c Kontrolle

30d pw 6.3(6.0-7.5)  6.6(6.0-9.0) 3.9(3.0-6.0) 3.8(3.0-6.0)
60dpw 84 (7.5-105) 7.2(6.0-9.0) 3.9(3.0-6.0)  3.4(3.0-4.5)
120dpw  10.8(9.0-12.0) 10.5(9.0-12.0) 4.2 (3.0-6.0)

™ NP8 NP6  Balb/c

: (0Ude

Ki67 pos. Zellen (IRS Score)
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Abb. 4.26: Ki67-Proliferationsrate. Werte jeweils angegeben als Mittelwert (range). Steter An-
stieg der Proliferationsrate bei Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP8 nach Beginn der
Transgenexpression. Im Gegensatz dazu weisen Mause der Linie WAP-T-NP6 eine mit der Kon-
trollgruppe vergleichbare Proliferationsrate auf. Darstellung des Imunnoreaktiven Scores (IRS
Score) im Whisker-Plot. 30 Tage pw (1), 60 Tage pw (2) und 120 Tage pw (3).
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Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde zu allen bisher untersuchten Zeitpunkten
eine Ki67-Farbung der Brustdrisengewebe durchgeflihrt. Bei Ki67 handelt sich um ein
Zellproliferation-assoziiertes Antigen, welches in allen Phasen des Zellzyklus mit Aus-
nahme der GO-Phase ruhender Zellen exprimiert wird. Die Beurteilung fand anhand
des IRS-Scores statt. Es zeigte sich, daB alle positiven Signale mit einer sehr starken
Farbeintensitat (+3) vergesellschaftet waren (s. Abb. 4.27). Tiere der Linien WAP-T1
und WAP-T-NP8 wiesen nach Beginn der Transgenexpression einen steten Anstieg der
Proliferation mit einem IRS von durchschnittlich 6.3 bzw. 6.6 an Tag 30 pw bis zu 10.8
bzw. 10.5 an Tag 120 pw auf (s. Abb 4.26).

Abb. 4.27: Expression des Proliferationsmarkers Ki67. Unauffallige LA-Einheit mit Ki67-
positiven Zellen Uiberwiegend im Bereich des Duktepithels (a). Umfassende und stark positive,
nukleédre Ki67-Expression in Dysplasien (b), CIS (c) und IAC (d).
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Dabei spiegelte sich analog zu den Ergebnissen der LT-Expression ein starkerer An-
stieg der Proliferation zwischen dem 30. und 60. Tag pw bei WAP-T1 Mausen vergli-
chen mit WAP-T-NP8 Mausen wider. Tiere der Linie WAP-T-NP6 zeigten eine mit der
Kontrollgruppe vergleichbare Proliferationsrate mit einem Score von durchschnittlich 3.9
bzw. 3.8 an Tag 30 pw und 3.9 bzw. 3.4 an Tag 60 pw.

Apoptoserate (%)

Zeitpunkt WAP-T1 WAP-T-NP8 WAP-T-NP6 Balb/c Kontrolle

30dpw  1.38(1.00-1.90) 0.94 (0.70-1.30) 0.32 (0.00-1.00) 0.13 (0.10-0.20)
60dpw  1.18 (0.60-1.70) 0.38 (0.20-0.70) 0.32 (0.00-1.00) 0.13 (0.10-0.20)
120d pw  1.28 (0.70-1.60) 1.00 (0.50-1.50)  0.38 (0.30-0.50)

T NP8 NP6 Balb/c
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Abb. 4.28: Apoptoserate. Werte jeweils angegeben als Mittelwert (range).Die Markierung
apoptotischer Zellen wurde nach Auswertung mittels IRS Score im Whisker-Plot dargestellt.
30 Tage pw (1), 60 Tage pw (2) und 120 Tage pw (3).

Die Apoptoserate stellte sich tiber den untersuchten Zeitraum als insgesamt sehr gering
dar. Dennoch war eine erhéhte Apoptoserate in Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-T-
NP8 zu allen drei Zeitpunkten nachweisbar. Dabei Ubertraf die Apoptoserate der Linie
WAP-T1 mit bis zu 1.38 % aller Epithelzellen der Balb/c-Kontrollgruppe mit bis zu 0.13
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% um das etwa zehnfache. Auffallig war zudem, daf3 bei den Linien WAP-T1 und WAP-
T-NP8 im Gegensatz zu der Kontrollgruppe die Apoptoserate an Tag 60 pw abfiel, um
anschlieBend bis zum Tag 120 pw wieder auf mit dem 30. Tag pw vergleichbare Werte
anzusteigen.

Abb. 4.29: Markierung apoptotischer Zellkerne. Apoptotische Zellkerne (Pfeile) in unauffalli-
gen LA-Einheiten (a), Dysplasien (b), CIS (c) und IAC (d).

Um einen direkten Zusammenhang zwischen der Apoptose- und Proliferationsrate und
der Tumorentstehung erkennen zu kénnen, wurde der Proliferationsindex und der Apop-
toseindex in Relation zu der histopathologischen Morphologie ausgewertet. Unauffal-
lige Areale wurden dabei in Balb/c- Kontrolltieren und WAP-T-NP6 Mausen beurteilt.
Dysplasien, CIS und IACs wurden bis auf vereinzelt in WAP-T-NP6 Tieren vorkommen-
de dysplastische Herde ausschlieBlich in WAP-T1 und WAP-T-NP8 Tieren ausgewertet.
Das Verteilungsmuster Ki67-positiver Epithelzellen in unauffélligem Brustdrisengewe-
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be von Kontrolltieren wies regionare Unterschiede auf. Wahrend nur wenige Epithelien
im Bereich der LA-Einheiten und terminalen Duktuli proliferierten, befanden sich die
Ki67-positiven Zellen Uberwiegend im Epithel der zufihrenden Dukte (s. Abb. 4.27, a).
Durchschnittlich konnte bei 13 % aller Epithelien eine positive Ki67-Markierung gese-
hen werden. Tiere der Linie WAP-T-NP6 zeigten auch in diesem Fall mit Ausnahme der
dsyplastischen Foki ein den Kontrolltieren vergleichbares Verteilungsmuster. Mit dem
Beginn dysplastischer Transformation zeigten die L&sionen ein umfassend positives
Farbeergebnis fur Ki67. Die Auswertung der Ki67-Farbung fir Dysplasien ergab insge-
samt eine Positivitat von bis zu 77 % aller Zellen. Innerhalb der CIS-Herde wiesen bis
zu 96 % der Epithelzellen Ki67-positive Signale auf. Lediglich in IACs reduzierte sich
analog zur verringerten LT-Anfarbbarkeit die Anzahl Ki67-positiver Zellen auf etwa 86
%.

Diagnosen n  Proliferationsindex (%) n  Apoptoseindex (%)
Normales Epithel 17 13.2 (0.0-30.0) 20 3.2(0.0-6.0)
Dysplasie 13 76.9 (50.0-90.0) 17 6.1(4.0-8.0)
CIS 15 95.7 (90.0-100.0) 11 11.0(8.0-15.0)
IAC 8 86.3 (70.0-100.0) 2 14.0(12.0-16.0)
Total 53 50

Abb. 4.30: Proliferationsindex und Apoptoseindex muriner Neoplasien. Werte angegeben
als Mittelwert (range). Darstellung der Indices im Whisker-Plot mit einem exzessiven Anstieg
der Proliferationsrate und analog einem linearen Anstieg der Apoptoserate im Verlauf der Kar-
zinogenese.
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Parallel fiel bei der Betrachtung der morphologischen Komponente ebenfalls ein An-
stieg des Apoptoseindex ins Auge. Wahrend in unauffalligem Brustdrisengewebe 3 %
aller Epithelzellen der Apoptose unterlagen, konnten in Dysplasien 6 % apoptotischer
Zellkerne detektiert werden. CIS und IACs zeigten mit 11 % bzw. 14 % einen weiteren
Anstieg der Apoptoserate.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, daf3 die Progression muriner Neo-
plasien von normalem Gewebe Uber Dysplasien und CIS bis hin zu IACs mit einem
exzessiven Anstieg der Proliferationsrate und analog einem linearen Anstieg der Apop-
toserate einherging. Diese Ergebnisse konnten bei ndherer Betrachtung in direkten Zu-
sammenhang mit der Morphologie gebracht werden. Einschrankend muf3 jedoch er-
wahnt werden, daf3 LT-exprimierende Zellen aufgrund einer funktionellen Inaktivierung
des pRb nicht mehr in der Lage sind, in die G0-Phase einzutreten. Da Ki67 in allen
Phasen des Zellzyklus mit Ausnahme der G0-Phase ruhender Zellen exprimiert wird
(Gerdes et al., 1983), kénnte es sich bei den vorliegenden Ergebnissen um einen direk-
ten Effekt des Transgens selbst und nicht um einen eindeutigen Beleg proliferierender
Zellen handeln. Weiterhin konnte Ki67 in nicht proliferierender Zellen als Folge eines
Chromatin-Remodelings nachgewiesen werden (Bullwinkel et al., 2006).

4.6.4 Terminale Differenzierungsmarker

Zytokeratine gelten als Marker epithelialer Differenzierung. Sie spielen nicht nur eine
wichtige Rolle flr die strukturelle Integritat gesunder Zellen, sondern scheinen auch
an einer Vielzahl von Signaltransduktionsvorgangen kausal beteiligt zu sein. Wahrend
der Differenzierung spezialisierter Gewebe kdnnen Zytokeratine zudem als Marker der
terminalen Differenzierung dienen. So finden sie in der Diagnostik humaner Tumore
Anwendung, da sie Hinweise auf die Herkunft entarteter Zellen geben kénnen.

Die Brustdriise weist ein charakteristisches Expressionsmuster terminaler Differenzie-
rungsmarker auf. Sie besteht aus einem luminalen und basalen glandularen Epithel,
welches von einem myoepithelialen Epithel umgeben wird. Die Expression diagnosti-
scher Zytokeratine in normalem Mammagewebe umfasst luminale Zytokeratine (CK7,
CK8, CK18 und CK19) sowie basal/myoepitheliale Zytokeratine (CK5/6, CK14 und
CK17) als Marker der friihen glanduléren und myoepithelialen Differenzierung. Immun-
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen haben weiterhin gezeigt, daf3 das Brust-
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driisenepithel CK5/14-positive ,Progenitorzellen” besitzt, die sich zu CK8/18-positiven
glandularen oder Smooth muscle actin (SMA)-positiven myoepithelialen Zellen ent-
wickeln kénnen (Boecker and Buerger, 2003; Boecker et al., 2005). Bei der Analyse
des murinen Brustdrisengewebes WAP-T-transgener Tiere wurden CK6, CK14 und
CK18 als Marker epithelialer Differenzierung eingesetzt. SMA diente als spezifischer
Marker ausgereifter Myoepithelien. Zusatzlich wurde Vimentin zur ldentifikation mesen-
chymaler Differenzierung eingesetzt. Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung
terminaler Differenzierungsmarker sind am Ende diese Kapitels in einer Tabelle zusam-
mengefal3t.

Unauffalliges Brustdriisengewebe Immunhistochemische Untersuchungen ruhen-
der Kontrollbrustdriisen zeigten eine selektive Expression von CK18 in luminalen Epi-
thelzellen von LA-Einheiten und Dukten gleichermalf3en (s. Abb. 4.31). Wahrenddessen
zeigte sich ein eindeutig CK14-positives Farbeergebnis fiir Zellen des basal/myoepithel-
ialen Kompartiments. SMA markierte Myoepithelzellen und Myofibrozyten. Interessan-
terweise bestétigte sich somit, da SMA und CK14 keineswegs gleiche Zelltypen an-
farben. Trotz haufig synonymer Verwendung dieser Marker in der Literatur, handelt es
sich bei SMA um einen sehr spezifischen Marker fir ausgereifte Myoepithelien und
Myofibrozyten, wahrend CK14 neben myoepithelialen Zellen basal gelegene, glandula-
re Epithelien anfarbt.

Luminal differenzierte Neoplasien Der GroBteil aller entstehenden Neoplasien wies

ein luminales Zytokeratin-Expressionsmuster auf. Hierbei zeigten die Tumorzellen durch-
gehend eine starke Expression fiir CK18, wahrend die Expression des basal/myoepithe-

lialen Markers CK14 sowie des myoepithelialen Markers SMA im Verlauf der Karzino-

genese verloren ging (s. Abb. 4.31).

Abb. 4.31 (ndchste Seite): Luminale Differenzierung muriner Neoplasien der Brustdriise.
Unauffallige LA-Einheit mit luminaler CK18 Expression (a), basaler CK14 Expression (e) und
myoepithelialer SMA Markierung (i). Der GroBteil muriner Neoplasien zeigte eine ausgeprégte
CK18-Expression (b-d). Die Expression von CK14 (f-h) und SMA (j-k) als Marker der basalen
Epithelien bzw. Myoepithelien ging wahrend der Tumorprogression verloren.
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So konnte in unauffalligen Driisenendstiicken und friihen duktalen Dysplasien eine das
luminale Epithel umgebende, geschlossene basal/myoepitheliale Schicht nachgewie-
sen werden, welche auf Ebene der high grade Dysplasien zunehmend verringert er-
schien. CIS-Formationen wiesen nur noch vereinzelt SMA/CK14-positive Farbesignale
auf, die keine Aussage Uber ein mdgliches beginnend invasives Wachstum mehr zulie-
Ben. Innerhalb invasiver Tumore waren letztendlich lediglich SMA/CK14-positive intra-
und peritumorale Gefal3e nachweisbar. Es kam demnach anscheinend zu einem gleich-
zeitigen Verlust glandular basaler Epithelzellen und myoepithelialer Zellen.

Abb. 4.32: Kolokalisation luminaler und basaler Zytokeratine in murinen Neoplasien der
Brustdriise. Kolokalisierte Expression von CK14 und CK18 in CIS (a-c) und IACs (d-f). SMA
Markierung intra- und peritumoraler GefaB3e (c, f).
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Basal differenzierte Neoplasien Immer wieder fanden sich bei der Analyse unseres
Mausmodells murine Neoplasien, die eine Koexpression von CK18 und dem basalen
Zytokeratin CK14 aufwiesen (s. Abb. 4.32). Bei den CK14/18-positiven Zellen handelte
es sich eindeutig um Epithelzellen; reife Myoepithelzellen konnten nicht identifiziert wer-
den. Eine myoepitheliale Differenzierung der Tumore konnte ebenfalls ausgeschlossen
werden, da sich die Lasionen morphologisch nicht von den rein luminal differenzierten
Neoplasien unterschieden und sie zudem CK18 als Marker ausgereifter glandularer Dif-
ferenzierung exprimierten. In allen detektierten Féllen basal/luminaler Differenzierung
Ubertraf die Intensitat der CK14-Farbung die Exspressionsstarke der CK18-Farbung bei
weitem.

Abb. 4.33: CK6 Expression in murinen Neoplasien basal/luminaler Differenzierung. Kolo-
kalisierte Expression von CK6, CK18 und CK14 in CIS (a-d) und IACs (e-h). SMA Markierung
intra- und peritumoraler GefaB3e (d, h).
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CK6 Expression in Neoplasien basal/luminaler Differenzierung CK6 wurde in der
Literatur als hyperproliferatives Zytokeratin beschrieben. Es wird wahrend der Entwick-
lung der Brustdriise vermehrt im Bereich der TEBs exprimiert (Sapino et al., 1993;
Smith et al., 1990) und gehdrt zu den potentiellen Markern fir Progenitorzellen (Grimm
et al., 2002; Li et al., 2003). Bei der Analyse unauffalligen, reifen Brustdriisengewebes
zeigte sich in unserem Mausmodell eine spérlich positive Expression fir CK6 in etwa

Abb. 4.34: Mesenchymale Differenzierung muriner Neoplasien. Vimentin-positive Epithelzel-
len in CIS-Herden (a-c) und IACs (d-f). Mittels LT-Vimentin-Doppelmarkierung konnte nachge-
wiesen werden, daf3 es sich bei den Vimentin-exprimierenden Zellen um Transgen-positive Epi-
thelzellen handelte (c). Zusatzlich stellte sich das Endothel intratumoraler Gefé3e als Vimentin-
positiv dar (f, Pfeile).
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10 % aller Epithelzellen. Das Verteilungsmuster zeigte dabei, dal3 es sich Uberwie-
gend um Zellen im Bereich terminaler Dukte handelte. Obwohl atypische Lasionen nur
vereinzelt CK6-positiv waren, zeigte sich Uberraschenderweise bei diesen Neoplasi-
en ausnahmslos eine zusatzliche Koexpression von CK14 und CK18 (s. Abb. 4.33).
Es handelte sich demnach um basal/luminal differenzierte Neoplasien mit fokaler Ko-
expression von CK6. Weiterhin zeigte sich in jedem dieser Félle eine ausgesprochen
starke Expression von CK6 verglichen mit unauffalligem Driisengewebe.

Mesenchymal differenzierte Neoplasien Bei Vimentin handelt es sich um einen
Marker mesenchymaler Differenzierung. Typischerweise exprimieren neben Fibrobla-
sten, Chondrozyten, Osteozyten und Endothelien auch Myoepithelien Vimentin. Bei
der hier duchgefuhrte Analyse war ein Expressionsmuster dhnlich dem Farbeergebnis
fir SMA erkennbar. Interessanterweise exprimierten jedoch die Epithelzellen einiger
Neoplasien ebenfalls fokal Vimentin (s. Abb 4.34). Um den Nachweis einer tatsachlich
epithelialen Expression zu erbringen, wurde daher eine Vimentin-LT-Doppelmarkierung
durchgeflhrt. Hier zeigte sich, daB es sich bei den Vimentin-exprimierenden Zellen ein-
deutig um glandulére, LT-positive Epithelzellen handelte, die somit eine mesenchymale
Differenzierung aufwiesen (s. Abb 4.34, ¢ + f). Erwartungsgeman fiel die LT-Markierung
entsprechend vorangegangener Erfahrungen in zentralen Abschnitten gro3er IACs ent-
sprechend schwécher aus.
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Zeitpunkt Linie Histol. Nr. Diagnose CK6 CK14 CK18 SMA Vimentin
Tag 30 pw WAP-T1 11171 N 1 2 4 1 0
WAP-T1 11216 D 1 2 4 2 0
WAP-T1 11270 D 1 3 4 2 0
WAP-T1 11279 D, CIS 1 2 4 2 0
WAP-T1 11171 D 1 2 3 2 0
Tag 60 pw WAP-T1 111238 D, CIS, IAC 1 2 3-4 1 0
WAP-T1 11162 D, CIS 1 2 3 1 0
WAP-T1 11170 D, CIS 1 2 3 1 0
WAP-T1 11332 D, CIS 1 2 3 1 0
WAP-T1 11 353 D, CIS 1 1-2 3 1 1
Tag 120 pw  WAP-T1 10 770 D, CIS 1 2 3-4 1 0
WAP-T1 10 771 D, CIS, IAC 1 2 4 1 0
WAP-T1 11196 D, CIS 1 1-2 4 1 0
WAP-T1 11 269 D, CIS 1-2 1-2 4 1 0
WAP-T1 11271 D, CIS, IAC 1 3 4 1 1
Tag 30 pw WAP-T-NP8 10 929 N 1 2 3 1-2 0
WAP-T-NP8 10 930 D 1 2 4 1 0
WAP-T-NP8 10 931 D 1 2 3 2 0
WAP-T-NP8 10 932 D 1 2 3 1-2 0
WAP-T-NP8 11 281 D 1-2 2 3 1-2 0
Tag 60 pw WAP-T-NP8 10 764 D 1 2 3 1 0
WAP-T-NP8 10 765 D 1-2 2 3 1 0
WAP-T-NP8 11326 D 1 2 3 1 0
WAP-T-NP8 11 331 D, CIS 2 2 3 1 0
WAP-T-NP8 11357 D, CIS 1-2 2 3 1 0
Tag 120 pw ~ WAP-T-NP8 10 766 D, CIS, IAC 1 1-2 3 1 0
WAP-T-NP8 10 767 D, CIS, IAC 1 1-2 3-4 1 0
WAP-T-NP8 11124 D, CIS, IAC 2 3 2-3 1 1
WAP-T-NP8 11125 D, CIS 1 1-2 3 1 0
WAP-T-NP8 11195 D, CIS, IAC 1 3-4 3-4 1 1
Tag 30 pw WAP-T-NP6 10 1000 D 1 2 3-4 1 0
WAP-T-NP6 10 1001 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 10 1002 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 10 1004 N 1 2-3 3 1 0
WAP-T-NP6 11399 N 1 2 3 1 0
Tag 60 pw WAP-T-NP6 10912 N 1 2 3-4 1 0
WAP-T-NP6 10913 D 1-2 2 3 1 0
WAP-T-NP6 10914 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 11 439 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 11 440 N 1 2 3 1 0
Tag 120 pw ~ WAP-T-NP6 10 763 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 11272 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 11273 D 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 11657 N 1 2 3 1 0
WAP-T-NP6 11 658 N 1 2 3 1 0
Tag 30 pw Balb/c 10 631 N 1 2 3 1 0
Balb/c 10 702 N 1 2-3 3 1 0
Balb/c 10703 N 1 2 3 1 0
Balb/c 10 704 N 1 2 3-4 1 0
Balb/c 10714 N 1 2 3 1 0
Tag 60 pw Balb/c 10926 N 1 2 4 1 0
Balb/c 10 927 N 2 2 3-4 1 0
Balb/c 10 928 N 1 2 3 1 0
Balb/c 10 999 N 1 2 3 1 0

Tab. 4.1: Semiquantitative Auswertung terminaler Differenzierungsmarker. D, Dysplasie;
CIS, Carcinoma in situ; IAC, invasives Adenokarzinom. Auswertung positiv angefarbter Epithel-
zellen: negativ (0), < 10 % (1), 11-50 % (2), 51-80 % (3) und 81-100 % (4).



5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die SV40-abhéngige Karzinogenese muriner Mammakarzi-
nome in einem WAP-T-transgenen Mausmodell anhand histopathologischer und mole-
kularbiologischer Methoden nachzuvollziehen und Einblicke in die Pathogenese zu ge-
winnen. Da es sich im Gegensatz zu vielen murinen Mammakarzinommodellen hierbei
um ein induzierbares Mausmodell handelt, war eine Sicherung der gewebespezifischen
Transgenexpression ausschlieBlich in Epithelzellen der Brustdrisen und erst nach hor-
monabhé&ngiger Promoteraktivierung grundlegend. In einer Zeitreihe wurde die Tumori-
genese von initialen morphologischen Veranderungen unter dem EinfluB3 des Transgens
bis zur Entstehung invasiver Karzinome analysiert. Der Phanotyp muriner Neoplasien
wurde mittels immunhistochemischer Methoden charakterisiert und konnte erste Hin-
weise auf den zellularen Ursprung der Karzinogenese geben.

5.1 SV40 abhangige Transformation muriner
Brustdrisenepithelien in einem WAP-T-transgenen
Mausmodell

Das hier untersuchte Mausmodell basiert auf einem WAP-Promotor gekoppelten Trans-
genkonstrukt. Es handelt sich dabei um die frihe Genregion des Polyomavirus SV40.
Die transformierende Eigenschaft des SV40 beruht auf der Komplexierung und Inakti-
vierung von pRb und TP53 durch LT (Sheng et al., 2000; Voorhoeve and Agami, 2003)
sowie der Inhibierung des Phosphatase-Aktivitat des pp2A durch st, was zu einer kon-
stitutiven Aktivierung des Wnt-Signalweges fihrt (Ali-Seyed et al., 2006; Chen et al.,
2004). Ein fur die Tumorentstehung wichtiger Aspekt ist dabei die Endoreplikation, wel-
che zuerst zu tetraploiden und anschlieBend zu aneuploiden Zellen fihrt (Ramel et al.,
1995). Sind pRb und TP53 funktionell inhibiert kommt es zu einem Eintritt der Zelle

86
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in die S-Phase und eine Steigerung der Proliferationsrate ist die Folge. Bei der Ent-
stehung des humanen Mammakarzinoms wird vielfach eine Inaktivierung der Tumor-
suppressorgene TP53 und Rb durch Mutation beobachtet. So finden sich in 25 % aller
Brustkrebsfélle Mutationen des TP53-Gens, welche zu einem progressiven Krankheits-
verlauf sowie einer reduzierten Uberlebenszeit filhren (Gasco et al., 2002). Zusatzlich
korrelieren TP53-Mutationen in Mammakarzinomen mit einer schlechten Differenzie-
rung, hohen Mitoseraten, negativem Hormonrezeptorstatus, aneuploidem DNA-Gehalt
und einem hohen Proliferationsindex (Bhargava et al., 1994; Barresen-Dale, 2003). Ei-
ne verringerte Expression des pRb durch LOH ist tber eine erhdhte Proliferationsrate
und eine schlechtere Prognose hinaus mit dem basalen Subtyp des Mammakarzinoms
assoziiert (Herschkowitz et al., 2008).

Im Unterschied zu murinen Mammakarzinommodellen mit konstitutiver Transgenex-
pression handelt es sich bei dem WAP-T-transgenen Mausmodell um ein System mit
induzierbarer Expression des Transgens. Die Kopplung des Transgens an den WAP-
Promoter flihrt zu einer Expression der frihen Region des SV40 wahrend der spaten
Schwangerschaft und der Laktation (Pittius et al., 1988). Somit kommt es erst nach
vollstandiger Ausreifung der Brustdriisen zu einer Transformation. Ahnlich der huma-
nen Situation stellen zahlreiche Remodelling-Prozesse wahrend der Schwangerschaft
und der sich daran anschlieBenden Involution fir das Mammagewebe eine vulnera-
ble Phase dar. Zwar wurde die Schwangerschaft Gber viele Jahre als ein eher pro-
tektiver Faktor fur die Entstehung des Mammakarzinoms gewertet (Henderson et al.,
1974; Kelsey et al., 1993; MacMahon et al., 1970), es haufen sich allerdings Hinwei-
se, daf3 durch die vermehrten Umwandlungsprozesse Zellen mit Mutationen wie z.B.
TP53-Mutationen selektiert werden (Daling et al., 2002; Vousden and Prives, 2005).
Sogenannte Schwangerschafts-assoziierte Mammakarzinome treten innerhalb der er-
sten Jahre nach einer Schwangerschaft auf, betreffen Gberwiegend jingere Frauen und
gehen mit einer schlechten histologischen Differenzierung und Prognose einher (Kro-
man and Mouridsen, 2003; Middleton et al., 2003; Reed et al., 2003).

Linien des in unserem Institut generierten Mausmodells entwickelten mit 93 % (WAP-
T1), 96 % (WAP-T-NP8) und 27 % (WAP-T-NP6) signifikant haufiger Mammakarzinome
als Balb/c- Wildtyp-Kontrollen, die in nur 4 % spontane, d.h. Transgen-unabhangige
Mammakarzinome zeigten. Die transformierende Eigenschaft des SV40 konnte somit
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in einem in vivo Modell belegt werden. Analog wurde in den untersuchten Mauslinien
ein linienspezifisches Expressionsmuster des Transgens wahrend der Laktation nach-
gewiesen. Neben der Linie WAP-T-NP6, die in nur 3 % aller BrUstdrisenepithelien eine
mono- bis paucifokale Expression aufwies, zeigten die Linien WAP-T-NP8 und WAP-T1
mit 46 % bzw. 89 % eine vergleichsweise hohe Transgenexpression mit multifokalem
bzw. globalem Expressionsmuster. Im Zusammenhang mit dem sehr hohen Expressi-
onsniveau traten in Tieren der Linie WAP-T1 bereits zum Zeitpunkt der Laktation und
damit maximal 11 Tage nach Beginn der Transgenexpression erste morphologische
Veranderungen auf. Neben beginnenden Préaneoplasien im Sinne einer Dysplasie fand
sich in vereinzelten Brustdriisen unvollstandig ausgebildetes Laktationgewebe mit ei-
nem erhdhten Adipozytenanteil und einem verringerten Anteil an Brustdrisenepitheli-
en. Diese Veranderungen sind am ehesten als Folge der Transgenexpression zu wer-
ten, da fUr LT bereits eine erhdhte Apoptoseinduktion wahrend der spaten Schwanger-
schaft beschrieben wurde, die zu einem unvollstandig entwickelten Laktationsgewebe
fihrte (Tzeng et al., 1996).

Die Beobachtung der linienspezifisch stark variierenden Transgenexpression korrespon-
dierte mit der mittels semiquantitativer RT-PCR nachgewiesenen Transgentranskription.
Verglichen mit Tieren der Linien WAP-T1 und WAP-T-NP8 konnte in Brustdriisen der
Linie WAP-T-NP6 eine geringere Transkription aufgrund verminderter Bandenintensi-
tat angenommen werden. Die variable Transgentranskription und -translation 1ai3t sich
zum Teil mit der unterschiedlichen Anzahl der Integrationen des Transgens erklaren.
So ergab die Southern Blot-Analyse eine stabile Integration des Transgens fir die Linie
WAP-T1 an drei Integrationsorten. Bei der Linie WAP-T-NP8 dagegen war ein partieller
Transgenverlust zu verzeichnen. Einige Tiere wiesen drei, andere zwei Integrationsor-
te auf, was allerdings keinen EinfluB auf die konstante Transgenexpression zu haben
schien. Die Linie WAP-T-NP6 zeigte nur einen konstanten Integrationsort. Als weitere
Erklarung muf3 der Positionseffekt als Resultat der ungerichteten Transgenintegration
in das murine Genom angenommen werden. Da die Transgensequenz nach Mikroinjek-
tion in Vorkerne fertilisierter Eizellen an zufélliger Position des Mausgenoms integriert
wird, kann sie unter den Einfluss spezifischer Regulationselemente geraten, welche die
Genexpression kontrollieren. Es handelt sich dabei um Elemente, die die Transkription
eines Gens sowohl stimulieren (Enhancer Sequenzen) als auch inhibieren kénnen (Si-
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lencer Sequenzen). Die effektive Transgenexpression ist demnach in hohem Maf3e vom
Integrationsort abh&ngig und kann zwischen verschiedenen transgenen Linien erheb-
lich variieren (Palmiter and Brinster, 1986).

Anhand immunhistochemischer und molekularbiologischer Analysen konnte die Ge-
webespezifitdt der Transgentranskription und -expression in unserem Modell nachge-
wiesen werden. Mittels semiquantitativer RT-PCR und immunhistochmischer Farbun-
gen wurde belegt, dai3 die Transkription und Translation des Transgen durch Kopplung
an den WAP-Promoter nahezu ausschlieB3lich erst nach Induktion und in epithelialen
Zellen des Brustdriisengewebes stattfand. Es zeigte sich eine fir den WAP-Promoter
bekannte mosaikartige Expression, bei der die transgenen Proteine nur in einer Aus-
wahl von Mammaepithelzellen nachgewiesen werden konnten (Robinson et al., 1995).
Als Ursachen fur dieses Phanomen werden zellspezifische Transgeninaktivierungsme-
chanismen diskutiert, die im Zusammenhang mit dem Integrationsort, der Anzahl der
an einem Ort integrierten Transgenkopien sowie zellspezifischen Methylierungsprozes-
sen stehen (Dobie et al., 1997). Lediglich in einem Fall fanden sich in der immunhi-
stochemischen Farbung wenige LT-positive Zellen auBerhalb des Brustdriisengewebes
in einer sublingualen Speicheldriise. Die bereits in der Literatur beschriebene minima-
le und nicht durch Laktation induzierbare Expression des WAP-Promoters im Gewebe
der Speicheldriisen 1aBt sich vermutlich auf die ontogenetische Verwandtschaft des
Brust- und Speicheldrisengewebes zurlickfihren (Pittius et al., 1988). Da es sich in
diesem Fall um ein Tier zum Zeitpunkt der Laktation handelte, war keine Aussage zu ei-
ner spateren Transformation der transgenexprimierenden Epithelzellen zu treffen. Aller-
dings konnte in keinem untersuchten Tier der Langzeitstudie ein Speicheldriisentumor
nachgewiesen werden. Das Auftreten einer Transgenepression in nur zwei von 30 im-
munhistochemisch untersuchten Brustdrisen (7 %) bzw. einer von 18 mittels RT-PCR
analysierten Mammae (6 %) bestétigte die Uberwiegend induktionsabhangige Trans-
genexpression. Seltene Falle induktionsunabhangiger Expression sind am ehesten auf
eine Ostrus-beeinfluBte Promoteraktivierung zuriickzufiihren (Pittius et al., 1988).
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5.2 Schwangerschafts-assoziierte Progenitorzellen der
Brustdrise als Zielzellen der SV40 induzierten
Karzinogenese

Uberraschenderweise konnte die erwartete zeitliche Limitierung der Transgenexpres-
sion durch die Abhangigkeit des WAP-Promoters von laktotrophen Hormonen in un-
serem Modell nicht nachvollzogen werden. Nach abgeschlossener Involution fanden
sich bei allen Tieren der Linien WAP-T-NP8 und WAP-T1 sowie bei 25 % der WAP-T-
NP6 M&use im Bereich distaler Azini weiterhin transgenpositive Zellen. Obwohl ihre An-
zahl durch die zuvor durchlaufene Involution stark reduziert war, machte sie in WAP-T1
Tieren noch immer durchschnittlich 48 % des Brustdriisenepithels aus. Da alle detek-
tierten préaneoplastischen und invasiven Lésionen einer strikten Transgenabhangigkeit
unterlagen, waren diese Zellen als Fokus einer potentiellen Karzinomentwicklung zu
betrachten. Es stellte sich somit die Frage, warum trotz mangelnder Stimulation des en-
dogenen und exogenen WAP-Promoters durch laktotrophe Hormone transgenpositive
Epithelzellen nachweisbar waren, welche offensichtlich in der Lage waren der involuti-
onsbedingten Apoptose zu entgehen.

Tiere der Linien WAP-T-NP8 und WAP-T1 zeigten bereits zum Zeitpunkt der Tansgen-
induktion eine weit héhere Anzahl transgenexprimierender Epithelzellen der Brustdrise
als Mause der Linie WAP-T-NP6. Analog entwickelten diese Linien weit haufiger invasi-
ve Adenokarzinome. Fraglich war demnach, ob es sich um ein stochastisches Ereignis
handeln konnte und die Wahrscheinlichkeit einer transgenpositiven Zelle, die Involu-
tion zu Uberleben, mit der Gesamtzahl der transgenpositiven Epithelzellen steigt. Bei
naherer Betrachtung der Linie WAP-T-NP6 scheint dieser Erklarungsansatz jedoch un-
wahrscheinlich. Trotz eines auBerst geringen Expressionsniveaus mit durchschnittlich
3 % aller Epithelzellen zum Zeitpunkt der Laktation, wiesen 25 % der Mause nach ab-
gelaufener Involution weiterhin eine Gberwiegend monofokale Transgenexpression auf.
27 % der in einer Langzeitstudie untersuchten Tiere entwickelten ein invasives Karzi-
nom. Es muf3 somit davon ausgegangen werden, daf3 die Expression des Transgens in
WAP-T-NP6 Mausen nach Ablauf der Involution und einer sehr langen Latenzzeit un-
weigerlich zur Entwicklung eines Mammakarzinoms fiihrt. Folglich scheint die Anzahl
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transgenexprimierender Epithelzellen nicht allein entscheidend fir die SV40-abhangige
Transformation zu sein.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, daf3 es sich bei den LT-positiven Epithel-
zellen nach Ablauf der Involution um eine Subpopulation von Zellen handelt, denen
besondere Eigenschaften zuzuschreiben sind. Nicht nur ist es ihnen offenbar mdglich,
der involutionsbedingten Apoptose zu entgehen, auch weist die anschlielBende Prolife-
ration im Rahmen der Karzinogenese Uberraschende Charakteristika auf. Anstatt un-
kontrolliert und strukturlberschreitend zu wachsen, imitieren die proliferierenden Zel-
len Uber einen langen Zeitraum das Wachtumsmuster unauffalliger, funktioneller LA-
Einheiten mit Bildung neuer duktulo-lobulérer Strukturen. Das Wachstum schreitet da-
bei von distal nach zentral voran, da alle, die Involution Uberlebenden Zellen in distalen
LA-Einheiten lokalisiert sind. Diese Eigenschaften in Kombination mit der Lokalisation
sind in vorangegangenen Studien als charakteristisch fir Stamm- oder Progenitorzellen
beschrieben worden.

Zahlreiche experimentelle Studien belegen, daf3 die Brustdrise neben terminal diffe-
renzierten luminalen und myoepithelialen Zellen weiterhin Zellen mit multipotentem Dif-
ferenzierungspotential und Stammzellcharakteristika enthalt (Kordon and Smith, 1998;
Péchoux et al., 1999; Chepko and Smith, 1997). Neuere Konzepte gehen von einer
zellularen Hierarchie aus, bei der aus multipotenten Stammzellen linienspezifische Vor-
lauferzellen (Progenitorzellen) entstehen, welche in weiteren Differenzierungsschritten
zur Entwicklung terminal differenzierter somatischer Zellen fihren (s. Abb. 5.1). Die ge-
webespezifischen Stammzellen der Brustdriise werden dabei durch ihre Féhigkeit sich
selbst zu erneuern und alle differenzierten duktalen und lobularen Komponenten des
epithelialen Drisenbaums zu bilden definiert. Progenitorzellen zeichnen sich durch ih-
re hohe Proliferationskapazitat bei mehr oder weniger determiniertem Funktionsbereich
aus.

Hinweise darauf, daB die Tumorigenese WAP-T-transgener Mammakarzinome von mul-
tipotenten Stammzellen oder linienspezifische Progenitorzellen der Brustdriise ihren
Ausgang nimmt, ergeben sich bei naherer Betrachtung der phanotypischen und im-
munhistochemischen Charakteristika entstehender Neoplasien. So handelt es sich bei
den in unserem Modell entstehenden Tumoren durchweg um hormonrezeptornegative
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Lasionen. Da bereits auf Ebene frithester Dysplasien Ostrogen- und Progesteronre-
zeptoren verloren gingen, ist anzunehmen, daf3 der Rezeptorverlust nicht einer fort-
schreitenden Dedifferenzierung im Rahmen der Karzinogenese zuzuschreiben ist. Viel
eher handelt es sich bei den proliferierenden, LT-positiven Zellen von vorne herein um
hormonrezeptornegative Zellen. Entsprechend vorangegangener Untersuchungen ex-
primieren Stammzellen der murinen Brustdriise keine Ostrogenrezeptoren (Sleeman
et al., 2007). Stattdessen wird ER bei etwa 40 % der luminalen Zellen nachgewie-
sen. DurchfluBzytometrische Analysen belegen weiterhin, daB innerhalb des lumina-
len Zellkompartiments zwei Zelltypen unterschieden werden kénnen: ein ER-positiver
Subtyp und ein Milchprotein-anreichernder Subtyp (s. Abb. 5.1). Aus der Tatsache,
daB Zellen mit Progenitorzelleigenschaften sich Gberwiegend unter den Milchprotein-
anreichernden Epithelzellen fanden, wurde geschlossen, daf3 es sich um alveolare
Progenitorzellen handeln kénnte. In von unserer Arbeitsgruppe durchgefihrten Genex-
pressionanalysen konnte eine signifikant hdhere Genexpression Lakations-assoziierter
Milchproteine (z.B. WAP, Caseine, Laktalbumin) in Brustdrisen WAP-T-transgener M&u-
se nach abgeschlossener Involution verglichen mit Balb/c Wildtypkontrollen nachgewie-
sen werden. Zudem fanden sich bei histopathologischer Begutachung der entstehen-
den L&sionen immer wieder standardmorphologische Hinweise auf eine Milchprodukii-
on (z.B. apikale Vesikel in luminalen Epithelzellen, intraluminales Sekret).

Wagner et al. demonstrierten in einem murinen Tiermodell die Existenz Schwanger-
schafts-assoziierter, alveoldrer und WAP-exprimierender Progenitorzellen. Diese wa-
ren in distalen LA-Einheiten lokalisiert, Gberlebten die der Laktation folgende Involuti-
on und flhrten bei einer weiteren Schwangerschaft zu einer klonalen Expansion des
Driisengewebes unter Ausbildung physiologischer duktulo-lobularer Strukturen (Wag-
ner et al., 2002). Zudem kam es im Verlauf folgender Schwangerschaften zu einer An-
reicherung dieser Zellen. Die dargestellten Ergebnisse kénnen in unserem Mausmodell
nachvollzogen werden. So wurde bei Tieren der Linie WAP-T-NP6 mit einer erneuten
Schwangerschaft eine erheblich héhere Tumorinzidenz beobachtet. Entwickelten nach
der ersten Induktion des Transgens nur 27 % (7/26) der Tiere ein invasives Adenokar-
zinom, waren es nach der zweiten Schwangerschaft bereits 81 % (21/26). Nur durch
eine Schwangerschafts-induzierte Vermehrung des Progenitorzellkompartiments las-
sen sich diese Befunde hinreichend erklaren.
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Abb. 5.1: Schematische Darstel-
lung der Stamm- und Progeni-
torzellhypothese. Modifiziert nach
Stingl und Caldas (Stingl and
Caldas, 2007).

Zusétzliche Anhaltspunkte fur eine von alveolaren Progenitorzellen der Brustdriise aus-
gehende Karzinogenese finden sich in bei der Betrachtung des Trangenkonstruktes
selbst. Zum einen ist es sicherlich nicht Gberraschend, daf3 bei der Verwendung des
WAP-Promoters Milchprotein-exprimierende Zellen betroffen sind. Zum anderen ist in
vorangegangenen Studien die Empfanglichkeit von Zellen mit Progenitorzelleigenschaf-
ten gegeniiber SV40-gesteuerter Transformation beschrieben worden. So konnte in
Zellkulturversuchen gezeigt werden, daf3 humane Epithelzelllinien der Brustdrise mit
den Charkteristika luminaler Progenitorzellen bzw. Stammzellen fir die Immortalisie-
rung nach SV40 LT-Transfektion sehr viel empféanglicher sind als Zelllinien mit dem Ph&-
notyp epithelialer Basalzellen (Sun et al., 1999). In Knock-out Mausen fuhrt der Verlust
von TP53, p16 INK4a ynd p19 ARF zy einer erhéhten Anzahl multipotenter Progenitorzel-
len des hamatopoetischen Systems (Akala et al., 2008). Da diese Signalwege haufig
bei der Entstehung von Tumorerkrankungen involviert sind, liegt die Vermutung nahe,
dafB Progenitorzellen auch hier als Zielzelle maligner Entartung anzusehen sind. Zwar
konnte ein solcher Mechanismus fir die Brustdrise bislang nicht bestétigt werden, auf-
fallend ist jedoch die Ubereinstimmung der an der Karzinogenese in WAP-T-transgenen
M&usen beteiligten Gene. Durch das SV40 LT kommt es zu einer funktionellen Inaktivie-
rung des TP53. Zudem wurden WAP-T-transgene Mause in einen Balb/c Hintergrund



5. Diskussion 94

zurlickgekreuzt. Diese Mause wiederum tragen eine Punktmutation im Cdkn2a-Lokus,
die sich auf zwei Gene mit (iberlagernden Leserastern auswirkt: p16 'NK4a ynd p19 ARF,

Auch immunhistochemische Analysen des Zytokeratinexpressionsmusters weisen auf
einen Ausgang der Karzinogenese von einer Subpopulation multipotenter Zellen hin.
Ein GroBteil der entstehenden Neoplasien in WAP-T-transgenen Mausen aller drei Lini-
en zeichnete sich durch ein streng luminales, CK18-positives Expressionsmuster aus.
Zudem fanden sich jedoch immer wieder Neoplasien mit einer Koexpression von CK18
und dem basalen Zytokeratin CK14. Daf3 es sich bei diesen Lasionen um von myo-
epithelialen Zellen ausgehende oder myoepithelial differenzierte Neoplasien handelte,
konnte ausgeschlossen werden. Zum einen unterschieden sich die Lasionen morpho-
logisch nicht von rein luminal differenzierten Neoplasien, zum anderen exprimierten sie
zudem CK18 als Marker ausgereifter glandularer Differenzierung. Diese gemischten
Expressionmuster traten in Dysplasien, in situ Karzinomen und invasiven Adenokarzi-
nomen gleichermaf3en auf, was einen Effekt zunehmender Dedifferenzierung im Laufe
der Karzinogenese unwahrscheinlich macht. Frihe Progenitorzellen mit der Fahigkeit
sich in myoepitheliale/basale sowie luminale Zellen zu differenzieren bieten einen Erkla-
rungsansatz fir diese diverse Markerexpression. Fir die humane Situation ist ein sol-
ches Modell als Folge immunhistochemischer Studien bereits beschrieben worden. Bei
diesem sog. Progenitorzellkonzept wird von einem CK5/14-positiven Progenitorzellkom-
partiment ausgegangen, welches Uber glanduléare (CK5/14/18-positive) und myoepithe-
liale (CK5/14/SMA-positive) Intermediérzellen zur Entstehung terminal differenzierter,
CK18-positiver luminaler Zellen und SMA-positiver myoepithelialer Zellen fiihrt (Boe-
cker et al., 2002; Bankfalvi et al., 2004). Vermeintliche Multilineage-Progenitorzellen
mit sowohl luminaler als auch basaler Markerexpression fanden sich zudem bei in vitro
Versuchen. Hier wurden Zellen mit der Fahigkeit vollstdndige duktulo-lobulédre Struktu-
ren mit intaktem Myoepithel und angrenzender Basalmembran zu bilden durch einen
CK19* CK14+ EpCAMNIN CD49f* MUC1- SSEA-4"9"-Phanotyp charakterisiert (Gudij-
onsson et al., 2002; Villadsen et al., 2007). Da CK19 und CK18 beide zu den luminalen
Zytokeratinen z&hlen und in der Brustdriise ein korrespondierendes Expressionsmuster
aufweisen (Moll et al., 1982), ist davon auszugehen, dal3 es sich bei CK19/14-positiven
und CK18/14-positiven Epithelzellen um den gleichen Phanotyp handelt.
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Interessanterweise konnte in einigen Fallen sowohl in intraepithelialen Neoplasien als
auch in invasiven Mammakarzinomen eine fokale Expression von CK6 beobachtet wer-
den. In der Literatur ist CK6 als hyperproliferatives Zytokeratin beschrieben worden. Es
wird wahrend der Organogenese der Brustdriise vermehrt im Bereich proliferierender
TEBs nachgewiesen (Sapino et al., 1993; Smith et al., 1990) und gilt als potentieller
Stamm-/Progenitorzellmarker (Grimm et al., 2002; Li et al., 2003; Stingl et al., 2006;
Villadsen et al., 2007). Bei der Analyse unauffélligen, reifen Brustdrisengewebes fand
sich in unserem Mausmodell eine spérlich positive Expression fiir CK6 in weniger als
10 % aller Epithelzellen. Es handelte sich dabei Gberwiegend um Zellen im Bereich ter-
minaler Dukte, passend zu dem flr Progenitorzellen beschriebenen Verteilungsmuster.
Obwohl atypische Lasionen nur vereinzelt CK6-positiv waren, zeigte sich tGberraschen-
derweise bei diesen Neoplasien ausnahmslos eine zusatzliche Koexpression von CK14
und CK18. Weiterhin war in jedem dieser Félle anhand der Farbeintensitat eine aus-
gesprochen starke Expression von CK6 im Vergleich zu unauffélligem Drisengewebe
nachweisbar.

Smith et al. trafen bei der Analyse muriner Brustdriisen auf eine Population CK6/14-
positiver luminaler Epithelzellen, die in der duktulolobuldren Wachstumsphase wahrend
der frihen Schwangerschaft massiv proliferierten und sich im Bereich neu gebildeter,
sekretorischer Azini befanden (Smith et al., 1990). Nach abgeschlossener Involution
persistierte eine weit geringere Zahl dieser Zellpopulation, wie in unserem Modell, im
Bereich terminaler Dukte. Der Nachweis dieses definierten Expressionsmusters in un-
serem Mausmodell z&hlt sicherlich zu den Uberzeugendsten Argumenten fir die Betei-
ligung Schwangerschafts-assoziierter Progenitorzellen an der SV40-vermittelten Karzi-
nogenese.

Allerdings scheint die Expression des Transgens in Progenitorzellen nicht fur die In-
duktion und Progression muriner Mammakarzinome auszureichen. So wiesen Tiere
im Rahmen einer Langzeitstudie zum Zeitpunkt der Praparation in allen untersuch-
ten Brustdriisen ausgedehnte intraepitheliale Neoplasien auf, die immunhistochemisch
durchweg LT-positiv waren. Uberraschend war, daf trotz der Vielzahl potentiell zur Inva-
sion beféahigten Herde tatsachlich nur einzelne invasive Adenokarzinome entstanden.
Ahnliche Phanomene sind fiir das humane DCIS bereits beschrieben worden. So be-
richteten Page et al., daf3 28 % aller Patienten mit einem low grade DCIS nach durch-
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schnittlich 6 Jahren, 40 % allerdings erst nach etwa 30 Jahren an einem invasiven
Mammakarzinom erkrankten (Page et al., 1982). Weitere Sudien zeigten, dal3 nach
unvollstandiger Exzision eines high grade DCIS etwa 60% der betroffenen Patienten
nach durchschnittlich 5 Jahren ein invasives Mammakarzinom entwickelten (Silverstein
et al., 1995). Diese Befunde weisen darauf hin, daB in Abhangigkeit von der jeweiligen
Praneoplasie die Akkumulation weiterer Alterationen notwendig ist, um zu einer end-
gulltigen malignen Transformation zu fihren.

In Zellkulturversuchen konnte belegt werden, daf3 SV40-transfizierte humane Epithel-
zellen der Brustdruse erst in Anwesenheit der humanen Telomerase Reverse Transkrip-
tase (hTERT) zu einer vollstdandigen onkogenen Transformation féhig sind (Elenbaas
et al., 2001). Dabei kommt es in einem ersten Schritt zu einer Umgehung des zellula-
ren Alterungsprozesses (Seneszenz) durch LT-vermittelte Inaktivierung von TP53 und
pRb. Die sich daran anschlieBende Immortalisierung wird durch hTERT vorangetrie-
ben. hTERT ist die enzymatisch aktive Untereinheit der humanen Telomerase; ein Ri-
bonukleoprotein, welches die Elongation der wahrend der Replikation gekirzten Chro-
mosomenenden (Telomere) gewdhrleistet. Durch eine Inhibierung der Phosphatase-
Aktivitat des pp2A und einer konsekutiven Aktivierung des Wnt-Signalweges tragt st
zur Transformation der Zelle bei (Hahn et al., 2002). Fir die endgiltige Transformation
ist schluBendlich die Einflihrung eines weiteren Onkogens notwendig. So wurde in den
dargestellten Versuchen aktiviertes H-ras eingeseizt.

Eine Assoziation von TERT mit Stamm-/Progenitorzellen der Brustdriise ist zwar bis-
lang rein hypothetischer Natur, allerdings flhrte die Induktion von TERT in murinen
Tiermodellen zu einer mafBgeblichen Expansion multipotenter Stammzellen der Haut
und Haarfollikeln (Flores et al., 2005; Sarin et al., 2005) und dartiber hinaus zur Ent-
stehung spontaner Mammakarzinome (Artandi et al., 2002). Bei der Untersuchung un-
seres Mausmodell konnte eine Aktivierung der Telomerase interessanterweise erst auf
Ebene invasiver Mammakarzinome nachgewiesen werden, wahrend sich Brustdrisen-
gewebe bis zum 90. Tag pw Uberwiegend als Telomerase-negativ darstellte. Da aller-
dings ein Grofteil der intraepithelialen Neoplasien nicht zur endgultigen Transforma-
tion beféhigt ist, kann davon ausgegangen werden, dafl einzelne Lasionen mit einer
Telomerase-Aktivierung potentielle Foki maligner Entartung darstellen.
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In dem hier vorgestellten WAP-T-transgenen Mausmodell stagniert die Mehrzahl SV40-
induzierter Lasionen der Brustdrise offenbar auf Ebene intraepithelialer Neoplasien.
Die linienspezifisch stark unterschiedlichen Latenzzeiten bis zum Auftreten invasiver
Adenokarzinome scheint diese Hypothese zu stitzen. Wahrend Tiere der Linien WAP-
T-NP8 und WAP-T1 mit durchschnittlich 8 bzw. 9 Monaten bis zum Auftreten muriner
Mammakarzinome eine vergleichbar kurze Latenzzeit aufweisen, entwickeln WAP-T-
NP6 Méause erst nach durchschnittlich 16 Monaten Tumore. Da WAP-T-NP6 M&use
zumeist mono- bis paucifokale intrapitheliale Neoplasieherde aufweisen, kdnnte hier
tatséchlich die geringe Wahrscheinlichkeit weitere genetische Alterationen zu akkumu-
lieren zu einer verzdgerten Karzinomentstehung fihren. Vermutlich weisen Mausen der
Linie WAP-T-NP6 infolgedessen eine Latenzzeit auf, die mit der Zeitspanne bis zur
Entstehung sporadischer, transgenunabhangiger Adenokarzinome in Balb/c Wildtyp-
Kontrollen vergleichbar ist (durchschnittlich 16 Monate). In dieser Tatsache begriindet
sich zudem ein weiteres Argument fir die Beteiligung von Progenitorzellen an der Karzi-
nogenese in WAP-T-transgenen Mauslinien. Es wird angenommen, daf3 fir die maligne
Transformation einer humanen Zellen finf und fir die Entartung muriner Zellen drei
Mutationsereignisse notwendig sind (Hahn et al., 1999; Hahn and Weinberg, 2002).
Dementsprechend waren nur Zellen mit einer entsprechend langen Lebensdauer, ver-
mutlich also Stamm- oder Progenitorzellen, in der Lage, ausreichend Mutationen zu
akkumulieren.

Alle bisher dargestellten Ergebnisse lassen folgende hypothetische Schlussfolgerung
zu: die Expression der frihen Genregion des SV40 fihrt in WAP-T-transgenen M&au-
sen zur Immortalisierung epithelialer Progenitorzellen der Brustdriise. Aufgrund einer
LT-vermittelten Proliferation entstehen anschlieBend intraepitheliale Neoplasien klona-
len Ursprungs. Die SV40-induzierte Aneuploidie fuhrt zur Akkumulation weiterer on-
kogener Alterationen wodurch es zur malignen Transformation und damit zur Enste-
hung invasiver Mammakarzinome kommt. Dabei scheint es sich Gberwiegend um eine
Immortalisierung alveolarer, vermutlich Schwangerschafts-induzierter Progenitorzellen
zu handeln, deren Transformation zu Neoplasien mit einem rein luminalen Phanotyp
fohrt. Allerdings scheinen auch Multilineage-Progenitorzellen eine Rolle bei der Tumo-
rigenese transgeninduzierter Mammakarzinome zu spielen, welche folglich eine lumi-
nal/basale Mischdifferenzierung aufweisen. Anzumerken bleibt, daB fur Multilineage-
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Progenitorzellen die Fahigkeit beschrieben ist, sich in alveolare Progenitorzellen dif-
ferenzieren zu kénnen, so dafl schluBendlich auch streng luminal differenzierte Neo-
plasien aus Multilineage-Progenitorzellen entstanden sein kénnten. Dal3 die Anwe-
senheit von TERT in Zellkulturversuchen unabdingbar fir die Immortalisierung SV40-
transfizierter epithelialer Brustdrisenzellen ist, legt die Vermutung nahe, daf3 nur Pro-
genitorzellen mit nachweisbarer Telomeraseaktivitédt zu einer malignen Transformation
befahigt sind.

5.3 WAP-T-transgene Mause als Progressionsmodell fiir den
basalen Subtyp des Mammakarzinoms

Die Klassifikation des humanen Mammakarzinom ist seit einigen Jahren einem enor-
men Wandel unterlegen. Mit der Einfiihrung der Genexpressionsanalysen wurden neue,
prognostisch relevante Subgruppen identifiziert, welche zusatzliche Informationen zu
der klassischen WHO-Klassifikation des Mammakarzinoms enthalten (Perou et al., 2000;
Sorlie et al., 2001). Entsprechend ihres Genexpressionsprofils wurden luminale, HER2-
positive, basale und normal breast-like Subtypen unterschieden. Wahrend luminale Tu-
more, die sich durch die Expression luminaler Keratine (CK7, CK8, CK18 und CK19)
auszeichnen, neben einer hohen ER-Expression vor allem eine vergleichsweise gute
Prognose aufweisen, sind der basale und der HER2-positive/ER-negative Subtyp mit
einer ausgesprochen schlechten Prognose assoziiert (Serlie et al., 2001). In weiteren
Studien wurden luminale Karzinome in stark ER-positive Luminal-A- und Luminal-B-
Subtypen stratifiziert. Luminal-B Mammakarzinome waren mit einer nur gering- bis ma-
Biggradigen Expression luminal-spezifischer Gene assoziiert und konnten zudem eine
HER2-Expression aufweisen. Der basale Genotyp korreliert neben der Uberexpression
basaler Zytokeratine (CK5/6, CK14, CK15 und CK17) mit dem sogenannten ,triple-
negativen“ Phanotyp (ER-negativ, PR-negativ, HER2-negativ).

Die biologische Heterogenitat humaner Mammakarzinome fuhrt klinisch und progno-
stisch zu relevanten Unterschieden. Insbesondere die weitere Subtypisierung im Rah-
men von Genexpressionsanalysen hat daher erneut die Frage aufgeworfen, ob diese
Unterschiede Hinweis darauf geben, daB Mammakarzinome von verschiedenen Ur-
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sprungszellen ihren Ausgang nehmen. Bereits in der Vergangenheit hatte die Weiter-
entwicklung molekularer Methoden zur Entwicklung eines komplexen Progressionsmo-
dells geflihrt, bei welchem von der frihen Determinierung eines gut und eines schlecht
differenzierten Entwicklungszweiges ausgegangen wird (Simpson et al., 2005). Gerade
dieses allgemein akzeptierte Modell zur Entstehung des Mammakarzinoms laBt sich
hervorragend mit der Existenz von Stamm-/Progenitorzellen als Zielzellen der Karzino-
genese begriinden.

Bei dem hier vorgestellten Mausmodell findet die Karzinogenese im Rahmen einer li-
nearen, schrittweisen Entdifferenzierung definierter Vorstufen statt (s. Abb. 5.2). Bereits
auf der Stufe friher intraepithelialer Neoplasien zeichnete sich ein hormonrezeptorne-
gativer Phanotyp ab. Die Beurteilung des c-ErbB2-Rezeptors dagegen muf3 insgesamt
als eingeschrankt betrachtet werden. Immunhistochemisch wiesen zwar alle Lasionen
vom Auftreten erster Dysplasien bis zur Entwicklung invasiver Karzinome unabhangig
vom histologischen Subtyp eine starke membrandse Farbung fir c-ErbB2 (HER2) auf,
allerdings fand sich zudem eine maBige zytosolische Anfarbung, die in schwéacherer
Auspragung auch von morphologisch unveradnderten Epithelien aufgewiesen wurde.
Weiterfuhrende CGH- und Genexpressionsanalysen unserer Arbeitsgruppe zeigten we-
der eine Amplifikation des c-ErbB2 Gens noch eine Uberexpression des Wachstumsre-
zeptors im Vergleich zum Normalgewebe. Somit ist prinzipiell davon auszugehen, dai3
es sich in unserem Modell um triple-negative Lasionen handelt.

Abb. 5.2: WAP-T-transgene Méause als linearesProgressionsmodell fiir die Karzinogenese
des Mammakarzinoms.
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Bei den in unserem Modell entstehenden invasiven Mammakarzinomen handelte es
sich zu etwa gleichen Anteilen um gut differenzierte (G1 und G2) sowie um schlecht dif-
ferenzierte Tumore (G3 und G4). Korrespondierend hierzu fanden sich in vorangegan-
genen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe Hinweise auf die Existenz eines hoch
malignen und eines besser differenzierten Entwicklungszweiges (Heinlein, 2006), ahn-
lich der humanen Situation.

CGH-Analysen der Linie WAP-T1 zeigten, daf3 zwischen differenzierten (G1 und G2)
und undifferenzierten (G3 und G4) Mammakarzinomen keine tbereinstimmenden Gen-
amplifikationen nachweisbar waren (Heinlein, 2006). Dabei wiesen undifferenzierte Ade-
nokarzinome im Gegensatz zu differenzierten Tumoren neben individuell unterschiedli-
chen Mutationen eine Anzahl gemeinsam amplifizierter Gene auf. So fand sich in funf
von sieben (71 %) untersuchten G3 und G4 differenzierten Tumoren eine Amplifikation
des mesenchymal-epithelial transition factor (c-Met), welche mit einer 50- bis 100 fach
erh6hten Transkription der c-Met mRNA korrelierte. Gut differenzierte G1 und G2 Tu-
more hingegen wiesen in nur 13 % (1/8 Tiere) und damit signifikant weniger haufig eine
Amplifikation des c-Met Gens auf.

Das c-Met Onkogen kodiert fiir einen Tyrosinkinase Rezeptor,den hepatocyte growth
factor receptor (HGFR), welcher eine Rolle spielt wahrend der Morphogenese, Prolife-
ration und Metastasierung (Birchmeier et al., 2003). c-Met ist ein wichtiger Regulator
der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT), bei der im Rahmen der Progression
maligner Tumore epitheliale Zellen in einen motilen mesenchymalen Phénotyp transfor-
miert werden. Infolgedessen sind sie in der Lage sich aus dem Zellverband zu I8sen,
zu migrieren und schlieBlich zu metastasieren. In 15-20 % aller humanen Mammakar-
zinome findet sich eine Uberexpression des c-Met Proteins, welche zudem mit einer
schlechten Prognose assoziiert ist (Ghoussoub et al., 1998; Kang et al., 2003; Lengyel
et al., 2005). Weiterhin konnte in Mausmodellen mit einer Uberexpression des HGFR
oder einer c-Met Mutation innerhalb des Brustdrisenepithels die Entstehung invasiver
Tumore beobachtet werden (Gallego et al., 2003; Takayama et al., 1997).

Vimentin, als Indikator mesenchymaler Differenzierung, stellt einen verlaBlichen Mar-
ker der EMT dar. Bei der immunhistochemischen Analyse unseres Tiermodells konn-
te in vereinzelten praneoplastischen und neoplastischen Lasionen eine fokale Vimen-
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tin-Expression nachgewiesen werden. Anhand einer Immundoppelmarkierung lief3 sich
bestatigen, daf es sich um eine Vimentin-Expression in LT-positiven Epithelzellen han-
delte. Da die EMT als ein transientes Ereignis wahrend der Karzinogenese beschrieben
wird, kdnnte es sich trotz der in unserem Modell nur vereinzelt detektierbaren Vimentin-
positiven Lasionen um einen méglichen Mechanismus zur malignen Transformation der
SV40-induzierten Tumorigenese handeln. Entsprechend dieser Theorie wirde in gering
differenzierten, c-Met amplifizierten Tumoren die Karzinogenese mittels EMT vorange-
trieben.

In humanen Mammakarzinomen wird die EMT als Mechanismus bei der Entstehung
des basalen Subtyps diskutiert. Ausgehend von der Hypothese, daf3 Progenitorzellen
mit bilinearem Differenzierungspotential die Eigenschaft zur EMT bewahrt haben, ent-
stehen so epitheliale Tumoren mit basal/mesenchymalem Differenzierungsmuster (Sar-
rié et al., 2008) und der Fahigkeit zudem luminal-assoziierte Zytokeratine exprimieren
zu kénnen (Livasy et al., 2006). Die Induktion eines Stammzell-Phanotyps durch EMT in
Epithelzellen der Brustdrise konnte in Zellkulturversuchen bereits nachgewiesen wer-
den (Mani et al., 2008). In einem transgenen Mausmodell resultierte die Expression
eines onkogenen c-Met Rezeptors innerhalb muriner Brustdriisenepithelien in Mamm-
akarzinomen mit einem basalen Erscheinungsbild (Ponzo et al., 2009). Zusatzlich wie-
sen diese Tumore Marker der EMT und des Wnt-Signalweges auf und clusterten in
Microarray Analysen mit dem basalen Subtyp des humanen Mammakarzinoms.

Bei der Betrachtung der SV40-induzierten Karzinogenese in WAP-T-transgenen Mau-
sen lassen sich entscheidende Parallelen zu dem beschriebenen Modell erkennen.
Neben der Expression basaler Cytokeratine (CK6, CK14) sind die in unserem Modell
entstehenden, schlecht differenzierten Tumore durch einen basaloiden Phanotyp cha-
rakterisiert. Ahnlich dem humanen basalen Subtyp weisen sie ein (iberwiegend solides,
eher verdrangengendes als infiltratives Wachstumsmuster mit ausgepragter Kernpleo-
morphie, hohem mitotischem Index und ausgedehnten nekrotischen Arealen auf (Fada-
re and Tavassoli, 2007). Uberdies liegt die Beteiligung &hnlicher Mechanismen bei der
Tumorentstehung nahe, da eine konstitutive Aktivierung des Wnt-Signalweges eben-
falls fir die SV40-induzierte Karzinogenese beschrieben wurde (Ali-Seyed et al., 2006;
Chen et al., 2004).
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In unserem Mausmodell kommt es Uberwiegend zur Entwicklung luminal differenzier-
ter Mammakarzinome. Ein Teil der entstehenden Praneoplasien und Neoplasien aller-
dings spiegelt die immunhistochemischen und phanotypischen Charakteristika basaler
Mammakarzinome wider (z.B. Expression basaler/mesenchymaler Marker, basaloides
Wachstumsmuster). Die hier vorgelegten Daten sprechen daflr, daB es sich bei die-
ser Subgruppe um schlecht differenzierte Lasionen handelt, die ihren Ursprung von
Zellen mit einer c-Met Amplifikation/Uberexpression und der Fahigkeit zur EMT neh-
men. Einige Anhaltspunkte fUhren weiterhin zu der Annahme, daf es sich bei den
Ursprungszellen der Karzinogenese um Multilineage-Progenitorzellen handeln kénn-
te. Nicht nur lieBe sich mit dieser Hypothese die vergleichweise schlechte Prognose
basaler Mammakarzinome anhand des EMT-abh&ngigen héheren Invasions- und Me-
tastasierungspotentials erklaren, auch béte sich potentiell die Méglichkeit einer geziehl-
ten Therapie fur die Behandlung des basalen Mammakarzinoms (Harputluoglu et al.,
2007).

Obwohl sich sicherlich nicht alle Aspekte der Entstehung des Mammakarzinoms, als
einer heterogenen und komplexen Erkrankung, in unserem Modell abbilden lassen,
bietet sich mit dem in dieser Arbeit vorgestellte WAP-T-transgenen Mausmodell die
Méglichkeit, verschiedenste Mechanismen der Karzinogenese in vivo zu untersuchen.
Die hier diskutierten Hypothesen bieten dabei Erklarungsansatze fir beobachtete Ver-
anderungen insbesondere wahrend der frihen Tumorentstehung. Zweifelsohne werden
sie jedoch durch weitere Untersuchungen bestatigt werden missen.



6 Zusammenfassung

Brustkrebs gehdrt zu den haufigsten malignen Erkrankungen der westlichen Welt. Trotz
zahlreicher bekannter Faktoren ist die Genese des Mammakarzinoms bislang weitest-
gehend ungeklart. Insbesondere die Klassifikation und Therapie von Praneoplasien, die
als Folge verbesserter diagnostischer Méglichkeiten immer haufiger identifiziert wer-
den, ist somit in vielen Fallen erschwert. Es besteht daher ein dringender Bedarf an
adaquaten Tiermodellen, um frihe Stadien der Brustkrebsentstehung und deren Pro-
gression untersuchen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die SV40-abhangige Entwicklung muriner Mamma-
karzinome in einem WAP-T-transgenen Mausmodell anhand histopathologischer und
molekularbiologischer Methoden untersucht. Es handelt sich dabei um ein induzier-
bares Mausmodell, bei welchem die friihe Region des SV40 unter der Kontrolle des
WAP-Promoters steht. Wie die hier vorgelegten Daten zeigen, fand eine gewebespe-
zifischen Transgenexpression in Epithelzellen der Brustdriisen erst unter dem Einfluf3
laktotroper Hormone statt. Als Folge der Transgenexpression entwickelten sich praneo-
plastische Lasionen der Brustdriisen. In einer Zeitreihe konnte die schrittweise Ent-
differenzierung der Brustdriisenepithelien im Rahmen der Karzinogenese von initialen
morphologischen Veranderungen unter dem Einfluf3 des Transgens bis zur Entstehung
invasiver Karzinome belegt werden. Die drei untersuchten Mauslinien erkrankten ver-
glichen mit der Kontrollgruppe signifikant haufiger an Adenokarzinomen der Brustdru-
se und wiesen dabei eine linienspezifische Transgenexpression, Mammakarzinomin-
zidenz und Latenzzeit bis zum Auftreten der Tumore auf. Da sich nicht alle Préaneo-
plasien trotz konstanter Transgenexpression nach Induktion zu invasiven Karzinomen
entwickelten, sondern auf Ebene von in situ Karzinomen vorerst zu einem Stillstand
zu kommen schienen, konnte nachgewiesen werden, daf3 die Expression der frihen
Region des SV40 alleine zur malignen Transformation nicht ausreicht. Vielmehr fanden
sich zahlreiche histopathologische und immunhistochemische Hinweise darauf, daf3
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SV40 in WAP-T-transgenen Mausen zu einer Immortalisierung epithelialer Progenitor-
zellen der Brustdrise fuhrte. Anhand LT-vermittelter Proliferation entwickelten sich an-
schlieBend intraepitheliale Neoplasien klonalen Ursprungs und erst nach Akkumulation
weiterer onkogener Alterationen kam es zur Entstehung invasiver Mammakarzinome.
Bei den entstehenden Tumoren handelte es sich um hormonrezeptornegative, Gberwie-
gend schlecht differenzierte Mammakarzinome, bei welchen ein luminal und ein basal
differenzierter Phanotyp unterschieden werden konnte. Uberdies lieB sich eine Betei-
ligung EMT-assoziierter Faktoren an der Entstehung der basalen Mammakarzinome
vermuten.

Das in dieser Arbeit beschriebene Mausmodell stellt somit nicht nur ein adaquates Mo-
dell fir eine nachvollziehbare, schrittweise Karzinogenese des Mammakarzinoms dar,
sondern gibt zudem erste Hinweise auf die Beteiligung von Stamm- bzw. Progenitorzel-
len bei der Entstehung maligner Brustdriisentumore.
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