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GLOSSAR

ADJUVANT begleitend, unterstiitzend

ALLEL Merkmalsauspragung eines Gens

ANAMNESE Beurteilung

ANGIOGENESE Ausbildung neuer (Blut-)Geféafse

ANGIOINVASION Einbruch des Tumors in umliegende Blut- oder Lymphgefifie
APOPTOSE programmierter Zelltod

BILATERAL zweiseitig

BILIRUBIN Abbauprodukt des Himoglobins

BMI Body-Mass-Index berechnet aus Grofie und Gewicht:
BMI = Gewicht(kg)/(Groesse(m))?

DNA Desoxyribonucleic Acid = Desoxyribonukleinsdure (c(DNA = complementary DNA
beschreibt aus mRNA synthetisierte (revers transkribierte) DNA)

DUKTAL von den Milchgidngen der Brustdriise ausgehend
ENDOGEN/INTRINSISCH von innen heraus wirkend
ENDOKRINER DISRUPTOR Substanz mit hormoneller Wirkung
ER Estrogen Receptor = Ostrogenrezeptor

EST Expressed Sequence Tag = transkribierte Gensequenzen , enthalten in einer cDNA-
Bibliothek klonierter Fragmente zur Sequenzierung

EXOGEN /EXTRINSISCH von auflen einwirkend
FIsH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

GRADING Histologische Einteilung von Tumoren anhand des Differenzierungsgra-
des der Tumorzellen (G1 = gut differenziert bis G4 = entdifferenziert)

GRAVIDITAT Anzahl Schwangerschaften
HEREDITAR erblich

HYBRIDISIERUNG Vorgang der Zusammenlagerung von komplementiren, einzel-
strangigen Nukleinsduremolekiilen (DNA, RNA)

INDIKATION Voraussetzung fiir eine bestimmte medizinische Maffnahme
INVASION Eindringen von Tumorzellen in das den Tumor umgebende Gewebe

IRS immunreaktiver Score, Skala zur Bewertung des immunhistochemischen Férbe-
nachweises fiir Ostrogen- und Progesteronrezeptoren (0-12)

KARNOFSKY-INDEX Skala zur Bewertung der Lebensqualitdt von Patienten mit
bosartigen Tumoren (0-100 %)

KARZINOM bosartiger Tumor mit Ursprung im Epithelgewebe (Deckgewebe, auch
Driisenepithel)

LOBULAR von den Driisenldppchen der Brustdriise ausgehend

MALIGNE bosartig

IX



MAMMA die weibliche Brust
MENARCHE/MENOPAUSE Beginn und Ende der Regelblutung der Frau

METASTASE durch Absiedelung von Tumorzellen des Primdrtumors in anderen
Geweben entstandener Tumorzellverband

MIKROARRAY auch Genchip, System zur Untersuchung von Genen
MITOSE Zell(kern)teilung

NEOADJUVANT begleitende Chemotherapie, vor Operation
NEOPLASIE Gewebeneubildung/Tumor

OLIGONUKLEOTID/OLIGOMER aus wenigen Nukleotiden (Grundbausteine der
DNA /RNA) aufgebautes Molekiil; ein 70mer besteht bspw. aus 70 Nukleoti-
den

PARITAT Anzahl Geburten

PATHOMORPHOLOGIE Lehre der krankhaften Verdnderungen von Geweben
PGR Progesteronrezeptor

PHANOTYP Erscheinungsbild

PRAVENTION (primdr, sekundér, tertidr) vorbeugende Mafinahmen (z.B. Gesund-
heitsforderung, Fritherkennung, Therapie/Rehabilitation)

PRIMARTUMOR Entstehungsort/Ursprungsgeschwulst eines Tumors
PROGRESSION Prozess des Fortschreitens eines Tumors
PROLIFERATION Zellwachstum; im Tumor Wachstum des Zellverbandes

REMISSION Riickgang der Krankheitssymptome bzw. Riickbildung eines Tumors;
bei einer komplett Remission ist der Tumor nicht mehr nachweisbar

REZESSIV die Merkmale rezessiver Gene treten nur dann in Erscheinung, wenn
beide Allele des Gens die gleiche Auspragung zeigen

REZIDIV Riickfall; Wiederauftreten einer Krebserkrankung

RNA Ribonucleic Acid = Ribonukleinsdure (Gesamt-RNA bestehend aus mRNA,
rRNA, tRNA und anderen)

spOT eine Einheit auf einem Mikroarray; reprasentiert ein Gen
STANZBIOPSIE minimal-invasive Methode zur Entnahme von Tumorgewebe

STROMA Raum zwischen Tumorgewebe und gesundem Gewebe, nicht-epithelialer
Anteil des Tumors

SYSTEMISCH den ganzen Korper betreffend

TNM-KLASSIFIKATION Einteilung von Tumoren anhand ihrer Grofe (T), der An-
zahl betroffener Lymphknoten (N) und eventueller vorhandener Fernmetasta-
sen (M)

TUMOR Gewebeneubildung/Neoplasie

UBIQUITAR f{iberall, ubiquitdr exprimierte Gene sind in jedem Gewebe aktiv

UNILATERAL einseitig

wHO World Health Organization = Weltgesundheitsorganisation

ZYTOSTATIKUM das Zellwachstum hemmende Substanz



ZUSAMMENFASSUNG

Brustkrebs ist weltweit die hdufigste Krebsneuerkrankung bei Frauen. Auf-
grund bisher unzureichender pradiktiver und prognostischer Faktoren fiir
diese sehr heterogene Erkrankung ist eine individualisierte Therapie und
damit eine optimale Versorgung von Brustkrebspatientinnen nicht immer ge-
wihrleistet. Seit einigen Jahren werden hier Genexpressionsanalysen als viel
versprechender Ansatz fiir die Routineanwendung untersucht. Ergédnzend zu
den etablierten Diagnosefaktoren bieten sie das Potential fiir eine verbesserte
Charakterisierung von Brusttumoren zur Vorhersage von Krankheitsverlau-

fen und Therapieansprechen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die Zusammenhénge von Gen-
expressionsprofilen und klinischen Parametern (tumorbezogene sowie pati-
entinnenbezogene Daten) primdrer Mammakarzinome eines ausgewihlten
Patientinnenkollektivs unter begleitender Chemotherapie untersucht. Grund-
lage bietet ein im Rahmen dieser Arbeit konzipierter Themenmikroarray
mit einer Auswahl brustkrebsrelevanter Gene. Schwerpunkt der Analysen
ist, (i) zu untersuchen, ob eine Unterscheidung der Brusttumore anhand
ihrer Genexpressionsprofile moglich ist; (ii) zu priifen, ob diese Kategorien
Riickschliisse auf die klinischen Eigenschaften der Tumore ermoglichen; und
(iii) zu identifizieren, welche Gene in den unterschiedlichen Tumoren bzgl.

ihres Expressionsverhaltens besonders auffillig sind.

Auf funktionaler Ebene konnte die Expression von Genen der Steroidhormon-
und Wachstumsfaktor-Signalwege als besonderes Unterscheidungsmerkmal
identifiziert werden. Beide stehen in enger Verbindung miteinander und
nehmen sowohl Einfluss auf die Entwicklung als auch auf das Therapie-
ansprechen von Brusttumoren. Dariiber hinaus dienten die gewonnenen
Genprofile als Basis fiir die Kategorisierung der analysierten Tumore. Es
konnten fiinf Tumor-Cluster ermittelt werden, die sich wiederum in ihren
klinischen Eigenschaften eindeutig voneinander unterscheiden. Dabei konnte

auch beobachtet werden, dass sich Tumorproben einer Patientin, unabhan-



gig von der Art der Probennahme oder der Behandlung, in ihrem Profil

grundsétzlich dhnlicher sind als Tumorproben verschiedener Patientinnen.

Eine Schlussfolgerung der vorliegenden Studie ist, dass Ostrogen und der
Steroid-Stoffwechsel in Bezug auf die Brustkrebserkrankung eine besonde-
re Stellung einnehmen. Die komplexen Mechanismen, die Einfluss auf die
Brustkrebserkrankung nehmen konnen, fordern jedoch weitere Forschungsta-
tigkeit hinsichtlich zuséitzlicher Ebenen (Genom, Proteom, Metabolom) und
Endpunkte (verschiedene Gene/Genprodukte, unterschiedliche Therapie-
schemata, Langzeitiiberleben etc.), um langfristig das Ziel einer individuali-

sierten Patientinnenversorgung erreichen zu konnen.



SUMMARY

GENE EXPRESSION ANALYSIS OF PRIMARY MAMMA TUMOURS IN A

NEOADJUVANT SETTING

Breast Cancer is the most common cancer in women worldwide. Predictive
and prognostic factors are not yet sufficient to allow for individualised thera-
pies and optimal treatment for this very heterogenous disease. For several
years, gene expression analysis has been studied as a useful method for rou-
tine diagnosis. It is considered to be a promising complement to established
routine parameters in breast cancer characterisation for the prognosis of

disease outcome and therapy response.

In this study primary mamma carcinomas from patients treated with neoad-
juvant therapy were analysed. Correlations between gene expression profiles
and clinical parameters (tumour- and patient-associated) were detected using
a breast-cancer-related microarray, which was specifically designed within
the project. The primary focus of the work was to analyse if, (i) different
breast tumours could be distinguished based on their expression profiles,
(ii) there are any correlations between tumour categories and clinical cha-
racteristics, and (iii) single genes could be identified that show significant

expression characteristics in the analysed tumours.

On a functional level the expression of steroid hormone and growth factor
pathways was identified as a significant difference between the analysed
tumours. Both pathways are closely related and affect tumour progression
and therapy response in breast cancer. Furthermore, the determined gene
expression profiles were used for tumour clustering, resulting in five tumour-
clusters associated with distinct clinical characteristics. The cluster analysis
further indicated that tumour samples from one patient are more closely
related to each other than to samples from different patients, independent of

the method or time (before or after treatment) of the tissue sampling.

The dominant role of estrogen and steroid biosynthesis in breast cancer is
one conclusion of the present study. The complex mechanisms influencing
the disease require further studies concerning additional molecular levels



(genome, proteome, metabolome) and outcomes (genes/geneproducts, thera-
pies, survival/disease-free survival) for the long-term goal of individualised

breast cancer treatment.



EINLEITUNG

Das Mammakarzinom ist weltweit die mit Abstand haufigste Krebserkran-
kung der Frau (Boyle und Levin, 2008) und mit iiber 57.000 Neuerkrankungen
jahrlich auch die hdufigste Krebsform bei Frauen in Deutschland (RKI, 2008).
Die bevolkerungsmedizinisch grofie Relevanz des Themas Brustkrebs ist
jedoch nicht allein in der Haufigkeit begriindet, sondern , dartiber hinaus ist
Brustkrebs eine Erkrankung, deren Verlauf sich hédufig iiber Jahre hinweg
erstreckt und zu erheblichen physischen und psychischen Leiden, Funkti-
onsverlust und Einschrankung der Lebensqualitit fiihrt.” (BMGS, 2003, S.62).
In direktem Zusammenhang hiermit steht, dass trotz der Fortschritte im
Bereich der Tumordiagnostik und -therapie die Biologie des Mammakar-
zinoms noch teilweise ungeklart ist und die Heterogenitdt der Tumoren
von Brustkrebspatientinnen nach wie vor ein grofies Problem fiir die Aus-
wahl einer addquaten Behandlung darstellt. Patientinnen mit der gleichen
Tumorart und dem gleichen Tumorstadium konnen vollig unterschiedliche
Krankheitsverldufe aufweisen. Eine Vorhersage der Tumorentwicklung oder
eine konkrete Klassifizierung der Tumoren hinsichtlich ihres Therapieverhal-
tens ist mit den bisher etablierten klinischen Faktoren nicht immer moglich.
Dies fiihrt nicht selten dazu, dass Patientinnen eine Standardchemo- oder
-hormontherapie erhalten, die ihren individuellen Bediirfnissen nicht gerecht
wird und aufgrund von Nebenwirkungen mit erheblichen Einschrankungen
der Lebensqualitdt verbunden sein kann. Einen wichtigen Schwerpunkt der
Brustkrebsforschung stellen daher, neben Verfahren zur Fritherkennung wie
das Mammographie-Screening, neue Ansatzpunkte im Bereich der Prognose
des Krankheitsverlaufs und Pradiktion des Therapieansprechens dar. Ein
aktuell verfolgter Ansatz ist dabei die Bestimmung von pradiktiven und pro-
gnostischen Faktoren auf Genebene. Entscheidender Vorteil der Analyse auf
Genebene, im Vergleich zu den bisherigen Faktoren mit gesicherter klinischer
Relevanz wie der Tumorgrofle und dem Lymphknoten- oder Hormonre-

zeptorstatus, ist die Moglichkeit der gleichzeitigen Untersuchung unter-



schiedlichster fiir die Entstehung, das Wachstum und die Ausbreitung eines
Tumors verantwortlicher Faktoren. Mammakarzinome konnen grofse Unter-
schiede beziiglich ihrer metastatischen Potenz, der Zellzusammensetzung
und ihrem Differenzierungsgrad aufweisen. Da angenommen werden kann,
dass sich diese grofie phanotypische Variabilitat der Brusttumoren auch auf
molekularer Ebene widerspiegelt (Perou et al., 2000), ist die Identifizierung
spezifischer Genexpressionsprofile mittels Mikroarrayhybridisierung und
eine darauf basierende Klassifizierung der Tumoren ein viel versprechender
Ansatz, der entscheidende Fortschritte fiir eine angepasste Versorgung von

Brustkrebspatientinnen bewirken kann (Brennan et al., 2005).

Vor diesem Hintergrund beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit der mole-
kularen Charakterisierung primdrer Mammatumoren mittels Genexpressions-
analysen (Mikroarrayhybridisierung und Real-Time-PCR). Eine Besonderheit
der hier durchgefiihrten Analysen ist, dass zusétzlich das aus Patientinnen
mit Indikation zur begleitenden Chemotherapie zusammengesetzte Patien-
tinnenkollektiv ndher charakterisiert wird, um potentielle Einflussfaktoren
auf die Brustkrebserkrankung mitzuerfassen. Fiir die Analysen kommt ein
speziell fiir diese Fragestellung entwickelter Brustkrebs-Themenmikroarray
zum Einsatz. Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen wurden
im Rahmen einer regionalen Studie in Kooperation mit dem Brustzentrum
der Stadtischen Kliniken Bielefeld (Region Ostwestfalen-Lippe, Nordosten
Nordrhein-Westfalens) durchgefiihrt. In diese Studie eingeschlossen wur-
den Patientinnen, die zwischen 2006 und 2008 im Brustzentrum mit einer

neoadjuvanten Chemotherapie behandelt wurden.

Um die notige Wissensbasis fiir die hier vorliegenden Analysen zu schaffen,
wird in diesem einfithrenden Kapitel Grundlegendes zur Brustkrebserkran-
kung erldutert. Dabei wird zunéchst auf die Brustkrebsepidemiologie, insbe-
sondere auch auf regionaler Ebene, und die Bedeutung von Risikofaktoren
eingegangen. Anschlieflend wird ein kurzer Uberblick iiber den aktuellen
Stand von Diagnose und Therapie des Mammakarzinoms gegeben sowie
einige wichtige Studien aus diesem Bereich vorgestellt. Daran schliefst sich
eine Einleitung in die Mechanismen der Tumorentstehung und -entwicklung
auf molekularer Ebene an. Im letzten Abschnitt dieses Kapitels werden
Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit konkretisiert.



2.1 BRUSTKREBSEPIDEMIOLOGIE - HAUFIGKEITEN UND RISIKOFAK-

TOREN

Das Mammakarzinom ist weltweit die am hdufigsten verbreitete Krebser-
krankung der Frau. Bei Mannern tritt Brustkrebs mit unter 1 % Anteil an
allen Brustkrebserkrankungen hingegen nur duflerst selten auf. In den In-
dustrieldandern hat Brustkrebs mit 26,5 % (ca. 715.000 Neuerkrankte) im
Vergleich zu 18,8 % (577.000 Neuerkrankte) in den Entwicklungsldandern
einen deutlich hoheren Anteil an allen Krebsneuerkrankungen bei Frauen
(Boyle und Levin, 2008, geschétzte Daten fiir das Jahr 2008). Dies spiegelt
sich auch in den Zahlen fiir Deutschland widerll Das Mammakarzinom ist
hier mit einem Anteil von 27,8 % ebenfalls die bei weitem am h&dufigsten
verbreitete Krebserkrankung (RKI, 2008, vgl. auch Abbildung und liegt
damit im europdischen Mittel (geschétzte 28,9 % im Jahr 2006, siehe |[Ferlay
et al., 2007).

Auch wenn die Sterblichkeit unter den Pa-
tientinnen stetig sinkt, nimmt Brustkrebs
aufgrund seiner Haufigkeit mit 17,9 %

Brustdriise
27.8%

immer noch die erste Stelle der Statistik

zur Mortalitat von Frauen mit Krebs in
Andere

Deutschland ein (RKI, [2008). Im européi- 48.3%

schen Vergleich liegt die Mortalitdtsrate
in Deutschland (ebenso wie in Danemark,
den Niederlanden, Belgien und GrofSbri-
tannien) etwas hoher als in den tibrigen
EU-Landern. Zu beriicksichtigen ist bei
diesen Zahlen der Einfluss des ab 2003 Abbildung 2.1: Prozentualer — Anteil

der haufigsten Krebs-
begonnenen Aufbaus einer flichendecken- formen bei Frauen in

den Reihenuntersuchung (Screening) der Deutschland (2004).

50-69-jahrigen Frauen in Deutschland (BMGS, 2003). Im Rahmen dieses Scree-
nings konnen zusétzliche Erkrankungsfille beobachtet werden, die zunéchst
zu einem Anstieg der Inzidenz fithren. Mittelfristig wird durch frithzeitige
Behandlungsmoglichkeiten aufgrund von Screenings jedoch ein Riickgang

der Mortalitdtsraten erwartet (Boyle und Levin, 2008).

Die hier verwendeten Daten fiir Deutschland stiitzen sich, wenn nicht anders angegeben,
auf die aktuellsten Schitzungen der Dachdokumentation Krebs im Robert Koch-Institut.
Diese sind auf Basis der Daten aller vollzahlig erfassenden epidemiologischen Krebsregister
in Deutschland fiir das Jahr 2004 berechnet (RKI, 2008)



Das mittlere Erkrankungsalter fiir Krebs allgemein liegt bei 69 Jahren, fiir
Brustkrebs liegt es mit 63 Jahren deutlich unter diesem Wert. Besonders bei
einem Lebensalter zwischen 30 und 50 Jahren ist ein starker Anstieg der
Brustkrebsneuerkrankungen zu beobachten (RKI, 2008, vgl. Abbildung [2.2).
Bei 40 % der diagnostizierten Krebsneuerkrankungen bei unter 60-jahrigen
Frauen handelt es sich um Brustkrebs (Giersiepen et al., 2005).

350
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Abbildung 2.2: Altersspezifische Inzidenz bei Frauen in Deutschland fiir das Jahr 2004 (RKI,
2008). Angegeben ist die Anzahl der Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen
(y-Achse) in den jeweiligen Altersgruppen (x-Achse).

Regionale Daten zur Brustkrebsepidemiologie liefern in Deutschland die
Krebsregister. Die dort prdasentierten Zahlen kénnen zum Teil von den
deutschland- oder europaweiten Vergleichswerten abweichen, so gibt das
epidemiologische Krebsregister Nordrhein-Westfalen (NRW) fiir den Lan-
desteil Westfalen-Lippe im Jahr 2007 fiir Brustkrebs sogar einen Anteil von
35,5 % (7.538 Félle) an allen Krebsneuerkrankungen an. Die Krebssterblich-
keit liegt hier mit 16,6 % im Deutschland-Mittel und nimmt tendenziell
weiter ab. Knapp 70 % der in Westfalen-Lippe diagnostizierten Mammakarzi-
nome waren dabei aus den Milchgédngen der Brustdriise hervorgegangene
duktale Karzinome, Tumoren mit Ursprung in den Driisenldppchen (lo-
buldre Karzinome) kamen nur bei rund 20 % der Betroffenen Frauen vor
(Epidemiologisches Krebsregister NRW, 2009). Auch die Daten der Weltge-
sundheitsorganisation WHO zeigen weltweit einen deutlich grofieren Anteil
(>80 %) an duktalen Mammakarzinomen (Boyle und Levin, [2008).

Bisherige Untersuchungen zur Identifizierung von Risikofaktoren fiir die
Brustkrebserkrankung konnten bereits Zusammenhénge zwischen famili-
dren Faktoren und dem Erkrankungsrisiko feststellen. So sind aufgetretene
Brustkrebserkrankung in jungen Jahren (<40 Jahre), das gleichzeitige Vorhan-



densein von Mamma- und Ovarialkarzinom oder nachgewiesene Mutationen
in den Brustkrebsgenen BRCA1 und BRCA2 in einer Familie Kennzeichen
fiir ein hereditires Mammakarzinom. Diese Faktoren allein reichen jedoch
nicht aus, um die hohen Inzidenzraten fiir Brustkrebs zu erkldren. Eine gene-
tische Disposition ist nur fiir ca. 5-10 % aller Brustkrebsneuerkrankungen
die Ursache (Kuschel et al., 2005), der weit grofiere Anteil betrifft das spontan
oder sporadisch auftretende Mammakarzinom. Es ist daher anzunehmen,
dass auch weitere Faktoren einen Einfluss auf das Brustkrebsrisiko haben
konnen. So zeigen sich im internationalen Vergleich z.B. grofie Unterschie-
de der Inzidenz- und Mortalitdtsraten, deren Ursachen noch nicht geklart
sind (vgl. hierzu auch Unterschiede der Industrie- und Entwicklungslander).
Die Beobachtung, dass bei Migranten, die von einem Land mit niedrigen
Brustkrebsraten in ein Land mit hoher Inzidenz auswandern, innerhalb we-
niger Generationen eine Anpassung an die hoheren Inzidenzraten erfolgt
(Boyle und Levin, 2008), lasst darauf schlieflen, dass exogene Faktoren wie
umweltbedingte oder verhaltensbedingte Faktoren eine grofSe Rolle fiir das
Erkrankungsrisiko spielen (Abbildung [2.3).

familial breast cancer all breast cancer

strong

predisposing
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e.g. BRCA1/2

unknown polygenic
~ predisposing genes

familial
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environmental
factors

known genes

unknown familial
predisposing genes

Abbildung 2.3: Bedeutung exogener und endogener Faktoren fiir das Brustkrebsrisiko (Bal{
main et al., 2003)

Unter den Risikofaktoren gibt es solche mit gesicherter Relevanz und solche,
die hinsichtlich ihres kausalen Wirkzusammenhanges zur Entstehung von
Brustkrebs kontrovers diskutiert werden bzw. fiir die ein Zusammenhang mit
erhohtem Brustkrebsrisiko noch nicht nachgewiesen werden konnte (BMGS,

2003). Im PFolgenden wird ein kurzer Uberblick iiber diese Faktoren gegeben.

Zu den Risikofaktoren mit gesicherter Relevanz fiir die Brustkrebserkran-
kung gehort, wie bereits oben erwédhnt, die genetische Disposition. So liegt
das normale Lebenszeitrisiko fiir Frauen in Deutschland, an Brustkrebs zu

erkranken, bei knapp 10 %. Das Lebenszeitrisiko fiir Tragerinnen von Muta-



tionen in den BRCA-Genen liegt im Vergleich dazu zwischen 45 % (BRCAZ2)
und 65 % (BRCA1) (Kuschel et al., 2005). Grundséatzlich nimmt das Risiko
einer Brustkrebserkrankung, wie fiir die meisten anderen Krebsarten auch,
mit dem Lebensalter zu (Giersiepen et al., 2005). Zudem beeinflussen re-
produktive und hormonelle Faktoren das Erkrankungsrisiko. So sind eine
frithe Menarche, eine spit einsetzende Menopause, eine geringe Anzahl von
Schwangerschaften oder Kinderlosigkeit, kein oder nur kurzes Stillen und
eine spite erste Schwangerschaft mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko asso-
ziiert. Umgekehrt verringern eine friihe erste ausgetragene Schwangerschaft
sowie mehrere Geburten das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken (Giersie+
pen et al., 2005; RKI, 2008; Boyle und Levin, 2008). Diese Faktoren sind in
erster Linie mit Ostrogen assoziiert, das bei der Tumorentwicklung und
-progression eine wichtige Rolle spielt. Frauen mit negativem Hormonrezep-
torstatus (Ostrogen und Progesteron, siehe hierzu auch Abschnitt 2.2) haben
eine schlechtere Prognose fiir den Krankheitsverlauf (Osborne} (1998). Einen
Vergleich des Einflusses einiger der genannten Faktoren auf das relative
RisikoEL an Brustkrebs zu erkranken, zeigt Tabelle

Tabelle 2.1: Faktoren zur Abschédtzung des relativen Risikos fiir eine Brustkrebserkrankung
nach |Armstrong et al.| (2000).

Risikofaktor relatives Risiko
familidre Belastung (Verwandtschaft 1. Grades) 1,4-13,6

Alter (>/= 50 Jahre vs. <50 Jahre) 6,5

Alter bei erster Lebendgeburt (>30 Jahre vs. <20 Jahre) 1,3-2,2

Alter bei Menopause (>/= 55 Jahre vs. <55 Jahre) 1,5-2,0

Alter bei Menarche (<12 Jahre vs. >/= 14 Jahre) 1,2-1,5

Neben diesen etablierten Risikofaktoren werden potentielle Risikofakto-
ren flir die Brustkrebsentstehung diskutiert. Diese betreffen vor allem den
allgemeinen Lebensstil (z.B. Rauchen, Bewegungsmangel) und dabei insbe-
sondere die Erndhrung (z.B. Alkohol, Fettkonsum). Dariiber hinaus wird der
Einfluss von physikalisch-chemischen Umweltfaktoren (z.B. Strahlung, Um-
weltverschmutzung, exogene Hormone) auf das Brustkrebsrisiko untersucht.
Insbesondere den Lebensstilfaktoren kommt dabei aus praventiver Sicht
(Primdrpravention) eine besondere Bedeutung zu, da sie den Einflussfaktor
bilden, der sich theoretisch am einfachsten modifizieren lassen sollte (Paepke
et al., 2005).

Das relative Risiko ist der Faktor, um den sich das Risiko fiir eine Erkrankung unter
spezifischen Voraussetzungen erhoht. Bei einem relativen Risiko von 1 unterscheidet sich
das Risiko nicht vom allgemeinen Erkrankungsrisiko.
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Unter den den Lebensstil betreffenden Risikofaktoren ist nach Untersu-
chungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) Tabakrauch einer der
bedeutendsten fiir viele Krebserkrankungen (insbesondere Lungenkrebs)
(Boyle und Levin, 2008). Fiir das Risiko einer Brustkrebserkrankung konnte
jedoch kein Einfluss nachgewiesen werden. Aus fritheren Studien liegen
hier zum Teil widerspriichliche Ergebnisse vor (Stewart und Kleihues, 2003;
Coyle, 2004), nach neuesten Erkenntnissen besteht jedoch kein Zusammen-
hang von Tabakkonsum und Brustkrebsrisiko (Ahern et al., 2009; Boyle und
Levin) 2008). Weitere den Lebensstil betreffende mogliche Risikofaktoren,
die zudem eng miteinander verkntipft sind, sind unzureichende korperli-
che Aktivitdat und ein hohes Korpergewicht (Boyle und Levin, 2008). Mit
steigendem Body-Mass—Inde erhohte sich in Studien sowohl die Inzidenz-
als auch die Mortalitédtsrate fiir Brustkrebs signifikant (Paepke et al., 2005).
Beide Risikofaktoren spielen hauptsachlich bei Frauen nach dem Eintreten
der Menopause eine Rolle (Boyle und Levin, 2008).

Insbesondere mit Hinblick auf die international auftretenden Unterschie-
de in der Brustkrebsinzidenz stellen auch Erndhrungsgewohnheiten und
Nahrungsbestandteile einen wichtigen Forschungsschwerpunkt dar. Unter-
sucht werden vor allem der Einfluss fleisch- und fettreicher im Vergleich
zu fleischloser Kost bzw. des Verzehrs von Fisch und Gemdiise. Ein kon-
kreter Zusammenhang zum Brustkrebsrisiko konnte bisher fiir einzelne
Nahrungskomponenten nicht nachgewiesen werden, es gibt aber Hinweise,
dass eine reduzierte Fettaufnahme das Brustkrebsrisiko verringern kann
(Boyle und Levin, 2008). Insgesamt wird Alkohol unter den erndhrungsbe-
dingten Faktoren in der Literatur zwar durchgehend als das Brustkrebsrisi-
ko steigernd eingeschétzt, die Studien sind aber insbesondere bzgl. Dosis-
Wirkungsbeziehungen und moglicher weiterer Einflussfaktoren zu inkonsis-
tent, um die Relevanz endgiiltig zu bestdtigen. Daher zdhlt Alkoholkonsum
immer noch zu den potentiellen Risikofaktoren (Ijonneland et al., 2007; Boyle
und Levin, 2008; Allen et al., 2009).

Als potentiell das Brustkrebsrisiko beeinflussende Umweltfaktoren werden
ionisierende Strahlen (Coyle, 2004), verschiedene Umweltschadstoffe (polyzy-
klische Kohlenwasserstoffe, organische Losemittel) (Brody und Rudel, 2003)
und Spurenelemente (z.B. Zink, Arsen, Nickel, Kadmium, Selen) (Silvera
und Rohan, 2007) diskutiert. Die WHO restimiert in ihrem World Cancer

Der Body-Mass-Index (BMI) berechnet sich aus Grofie und Gewicht, BMI =
Gewicht(kg)/(Groesse(m))?. Nach Definition der WHO gelten Personen mit einem BMI
unter 18,5 als untergewichtig, iiber 25 als tibergewichtig und mit einem BMI tiber 30 als
stark tibergewichtig.
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Report, dass ionisierende Strahlung (aus Umwelt- und anthropogenen Quel-
len) als einziger der hier aufgefiihrten Umweltfaktoren einen weitestgehend
gesicherten Einfluss auf das Brustkrebsrisiko hat. Auch Umweltfaktoren die
nicht als klassische Umweltschadstoffe gelten werden als Risikofaktoren
diskutiert. Studien haben gezeigt, dass das Brustkrebsrisiko unter Arbeiterin-
nen in Nachtschichten leicht erh6ht zu sein scheint (Srinivasan et al., 2008)).
Auch eine unzureichende Schlafdauer (regelméfsig weniger als sechs Stun-
den) wurde mit einem hoheren Brustkrebsrisiko assoziiert (Kakizaki et al.,
2008). Beide Beobachtungen werden mit dem Einfluss der Lichtexposition
auf den Melatonin-Spiegel der Zellen und eine damit verbundene Storung

der , biologischen Uhr” (circadiane Rythmus) in Verbindung gebracht.

Die hier als potentielle Risikofaktoren fiir Brustkrebs dargestellten Faktoren
sind in ihrer Wirkung nicht oder nur eingeschrankt bestdtigt. Es muss je-
doch berticksichtigt werden, dass viele Faktoren auch indirekt oder durch
Wechselwirkungen mit anderen Faktoren Einfluss auf das Erkrankungsrisiko
nehmen konnten. So kénnen z.B. einige der diskutierten Faktoren hormo-
nelle Vorgidnge in den Zellen, und dadurch potentiell auch das Krebsrisiko,
beeinflussen. Ein Beispiel wire hier u.a. die Bedeutung von Ubergewicht
tiir ein erhohtes Brustkrebsrisiko, insbesondere bei postmenopausalen Frau-
en, durch die Umwandlung von Testosteron im Fettgewebe zu biologisch
aktivem C)strogen durch Aromatasen (Renehan et al., 2008). Oder auch die
Erndhrung betreffende Faktoren, wie die Rolle von Phytodstrogenen, die z.B.
in hohem Maf3 in der Sojabohne enthalten sind. Aufgrund ihrer dstrogenen
Aktivitat wird ein protektiver Effekt bzgl. des Brustkrebsrisikos vermutet, der
in Studien jedoch bisher nicht bestétigt werden konnte (Keinan-Boker et al.,
2004). Ein weiterer umweltassoziierter endokriner Disruptor, eine Substanz
mit Ostrogener Aktivitat, ist z.B. Cadmium, fiir das jedoch eine kanzerogene
Wirkung vermutet wird (Brody und Rudel, 2003; McElroy et al., 2006).

2.2 DIAGNOSE UND THERAPIE DES MAMMAKARZINOMS

Unter dem Begriff ,Mammakarzinom” werden alle bosartigen (malignen)
Gewebeneubildungen (Tumoren/Neoplasien) der Brust zusammengefasst.
Dabei werden verschiedene histologische Tumortypen unterschieden. Am
haufigsten tritt das aus dem Epithelgewebe der Milchgédnge entstehende
duktale Karzinom auf, seltener aus den Driisenldppchen hervorgehende lo-
buldre Karzinome (vgl. Abschnitt 2.T). Weiterhin unterscheidet man invasive
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und nicht-invasive Mammakarzinome, abhéngig davon, ob das umliegende
Gewebe betroffen ist oder nicht: duktales Carcinoma in situ (DCIS), lobulares
Carcinoma in situ (LCIS), invasives duktales Carcinoma (IDC), invasives lobu-
lares Carcinoma (ILC). Auch Tumoren einer Art unterscheiden sich jedoch
zum Teil betrédchtlich in ihren biologischen Eigenschaften, wie der metastati-
schen Potenz, der Zellzusammensetzung und dem Differenzierungsgrad der
Zellen. Brusttumoren weisen also eine grofle Heterogenitat auf, die es auch

hinsichtlich Diagnostik und Therapie zu berticksichtigen gilt.

Die Friitherkennung ist der erste Schritt in der Diagnose- und Versorgungs-
kette des Mammakarzinoms. Zunéchst ist hier die Selbstuntersuchung der
Brust zu nennen, deren Bedeutung vor allem auch darin zu sehen ist, dass
sie das Bewusstsein der Frauen fiir die Notwendigkeit der Brustkrebsfriiher-
kennung erhoht (Sittek et al., 2005). Das klinisches Standardverfahren zur
Brustkrebsfritherkennung ist die Rontgendiagnostik oder auch Mammogra-
phie, die in Deutschland im Rahmen eines Routine-Screenings eingesetzt
wird und somit die wichtigste Mafinahme zur Sekundirpravention darstellt
(vgl. Abschnitt 2.1). Weitere bildgebende Verfahren sind die auf Ultraschall
basierende Sonographie und die Magnetresonanztomographie (MRT), die
héufig erganzend zur Mammographie zum Einsatz kommen. Diese Verfah-
ren haben im Gegensatz zur Rontgendiagnostik den Vorteil, dass sie auch
bei besonders dichtem Brustkrebsgewebe, wie es z.B. hdufig bei jiingeren
Frauen vorliegt, angewendet werden konnen. Die MRT hat jedoch auch
Nachteile, so kann z.B. nicht zwischen gut- und bésartigen Verdanderungen
der Brustdriisen unterschieden werden (Sittek et al., 2005; Kreienberg et al.,
2008).

Bei auffilligem Befund werden minimal-invasive Methoden fiir die weitere
Diagnostik eingesetzt. Hierfiir wird prdoperativ durch einschiefien einer
Hohlnadel unter Rontgen- oder Ultraschallkontrolle (Stereotaxie) eine Pro-
be aus dem Gewebe gestanzt und diese Stanzbiopsie pathomorphologisch
untersucht. Liegt ein Mammakarzinom vor, werden weitere Parameter un-
tersucht, die zur genaueren Beschreibung der Tumorart dienen. Neben dem
histologischen Typ (duktal/lobuldr, invasiv/nicht-invasiv) werden der TNM-
Status, der Differenzierungsgrad (Grading) und der Rezeptorstatus (Hor-
monrezeptoren und Her2-neu) vom Pathologen in der Routinediagnostik

bestimmt.

Der TNM-Status dient zur Klassifizierung von Tumoren anhand ihrer Gro-
3e (T=Tumorgrofle) und Ausbreitung (N=Nodalstatus/Lymphknotenbefall
und M=Metastasen). Sind weder ein Primdrtumor noch Lymphknoten- und
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Fernmetastasen nachweisbar, wird der Status TO NO MO zugewiesen. Die
zunehmende Ausdehnung des Primdrtumors wird mit den Kategorien T1-4
beschrieben, je nach Lage und Anzahl der befallenen Lymphknoten un-
terscheidet man die Kategorien N1 bis N3 (Lymphknotenstatus), und das
Vorhandensein von Fernmetastasen gibt der Status M1 an. Das histologi-
sche Grading beschreibt den Differenzierungsgrad der Tumorzellen von Gl,
gut differenziert, bis G3, schlecht differenziert, im Vergleich zum normalen
Gewebe, als Maf fiir die Aggressivitdt des Tumors (zur Klassifikation des
Mammakarzinoms und den jeweiligen Abstufungen vgl. Lebeau et al., 2005).
Des Weiteren erfolgt die immunhistochemische Bestimmung der Hormon-
rezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron. Auf Basis einer Farbereaktion
kann der immunreaktive Score (IRS) von 0-12 und damit der Hormonrezep-
torstatus der Zellen von negativ bis stark positiv bestimmt werden. Eine
Beschreibung der Berechnung dieses Scores folgt in Kapitel Tabelle
Auch der Her2-neu-Status wird immunhistochemisch bestimmt. Anders
als bei den Hormonrezeptoren wird die Expression des Wachstumsfaktor-
rezeptors Her2-neu als Score von 0 bis 3+ angegeben (siehe Kapitel
Tabelle . Bei einem nicht eindeutigen Farbeergebnis (2+) wird der Re-
zeptor zusitzlich auf Genebene analysiert. Hierfiir wird eine Fluoreszenz
in situ Hybridisierung durchgefiihrt, um eine eventuelle Amplifikation des
Her2-neu kodierenden ERBB2-Gens im Genom nachzuweisen, die hdufig
ursachlich fiir die Uberexpression des Rezeptors ist (Funke et al., 2005).

Die hier genannten Faktoren gelten als etablierte prognostische und pradik-
tive Faktoren fiir die Brustkrebserkrankung, d.h. sie dienen als Grundlage fiir
die Abschédtzung des individuellen Krankheitsverlaufs (TINM-Status, Grading,
Hormonrezeptorstatus) bzw. des Therapieansprechens (Hormonrezeptor-
und Her2-neu-Status) (Decker et al., 2009). So werden u.a. basierend auf
diesen Parametern auf der zweijdhrlich statt findenden St. Gallen Konsensus-
konferenz Risikogruppen (niedriges, mittleres und hohes Risiko) definiert,
die auch fiir die Wahl der begleitenden Chemotherapie ausschlaggebend sind
(Tabelle . Ostrogen- und progesteronrezeptorpositive Tumoren gehoren in
die niedrige Risikogruppe und sind zudem fiir eine Anti-Hormontherapie ge-
eignet. Ein positiver Her2-neu-Status geht hingegen mit einem hoheren Risiko
einher (vgl. Tabelle 2.2). Hier kann jedoch ergianzend zur Chemotherapie eine
Therapie mit dem Antikorper Trastuzumab (Herceptin®) durchgefiihrt werden,
der den Rezeptor blockiert und so zur Hemmung des Tumorwachstums bzw.
einem Absterben der Krebszellen fiihrt (Lebeau et al., 2005). Weitere immun-
histochemisch zu bestimmende Prognosefaktoren werden diskutiert. Hier
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sind z.B. der Proliferationsmarker Ki-67 sowie die Proteine uPA und PAI-1 zu
nennen, die durch ihre Protease-Aktivitdt zur Metastasierungsfahigkeit der
Tumorzellen beitragen konnen (Funke et al., 2005). Diese Faktoren wurden je-
doch auch auf der zuletzt stattfindenden St. Gallen Konsensuskonferenz von
2009 aufgrund fehlender Validierungsdaten nicht als etablierte prognostische
Faktoren anerkannt (Goldhirsch et al., 2009).

Tabelle 2.2: Risikokategorien der St. Gallen Konsensuskonferenz 2005 fiir die Behandlung
von Brustkrebspatientinnen (nach Goldhirsch et al.| (2005))

Faktor Niedriges Risiko | Mittleres Risiko | Hohes Risiko
Befallene Lymph- | keiner 1 bis 3 oder kei- | mehr als 4 oder 1
knoten ner, aber 1 weite- | bis 3 und

res Kriterium
Tumorgrofie T1 (max. 2 cm) T2 bis T4 (grofler

als 2 cm)
Differenzierung | Gl G2 und G3
HER2-neu-Status | HER2-neu negativ | HER2-neu positiv | HER2-neu positiv
Alter 35 Jahre und &lter oder jlinger als 35

Jahre

Die Therapie des Mammakarzinoms erfolgt in der Regel zunédchst lokal
durch Operation (brusterhaltend oder Amputation) oder auch gezielte Be-
strahlung. Nach dem operativen Eingriff wird hdufig eine adjuvante Chemo-
oder Hormontherapie eingesetzt, da es sich bei Brustkrebs um eine sys-
temische Erkrankung handelt, die den ganzen Korper und nicht nur das
primdr erkrankte Organ betreffen kann. Sich moglicherweise noch im Korper
befindende Tumorzellen konnen so bekdmpft werden, bevor Metastasen
nachweisbar sind. Neoadjuvante (primér systemische) Therapien werden
meist bei fortgeschrittener Erkrankung bzw. inoperablem Tumor angewandt,
um diesen zundchst zu verkleinern und eine Verringerung des Tumorsta-
diums zu erreichen (zur Indikation der neoadjuvanten Chemotherapie vgl.
Kreienberg et al., 2008).

Die Auswahl der geeigneten Anti-Hormontherapie hdngt jeweils vom meno-
pausalen Status der Patientin und entsprechender Hormonrezeptorpositivitat
der Tumoren ab. Postmenopausal konnen Aromatase-Hemmer (z.B. Anastro-
zol, Letrozol, Formestan) oder Gestagene die Ostrogenproduktion unterbinden.
Nach den Wechseljahren werden Ostrogenvorstufen (Estron, Estradiol etc.)
von der Nebenniere produziert, die dann durch das Enzym Aromatase im
Muskel- und Fettgewebe zu Ostrogen umgewandelt werden. Vorher findet
die Ostrogenproduktion hauptséchlich in den Eierstdcken (Ovarien) statt.
Gestagene (Gelbkorperhormone) besetzen die Bindungsstellen des nattirli-
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chen Gelbkorperhormons Progesteron und senken durch die Beeinflussung
verschiedener Stoffwechselschritte den Ostrogenspiegel im Blut. Zudem
blockieren Gestagene vermutlich die Bildung von Ostrogenrezeptoren. Anti-
Ostrogene wie Tamoxifen blockieren hingegen direkt die Ostrogenrezeptoren
und konnen so das Wachstum der Tumorzellen verhindern. Sie kénnen bei
Ostrogenpositiven Tumoren vor oder wahrend der Menopause eingesetzt wer-
den. Primenopausal wirken GnRH(Gonadotropin-releasing Hormone)-Analoga
unterdriickend auf die ovarielle Ostrogenproduktion (Boyle und Levin, 2008;
Deutsche Krebsgesellschaft, 2009).

Fiir die begleitende Chemotherapie kommen verschiedene Therapieschema-
ta zur Anwendung. Es werden verschiedene Zytostatika, zumeist in Kombina-
tion, tiber einen langeren Zeitraum und in definierten Zeitabstanden (Zyklen),
eingesetzt. Dabei konnen vier hauptsichliche Stoffklassen mit unterschiedli-
chen Wirkweisen unterschieden werden: Alkylanzien (z.B. Cyclophosphamid,
binden an DNA und verhindern die Replikation der DNA), Anthrazykline
(z.B. Doxorubicin und Epirubicin, diese zytostatischen Antibiotika verhindern
das Aufbrechen des DNA-Stranges bei der DNA-Synthese), Antimetabolite
(z.B. Fluorouracil, Capecitabin, Methotrexat und Gemcitabin, werden statt kor-
pereigener Stoffe beim Aufbau des Erbguts verwendet und kénnen zum
Zelltod fithren) und Taxane (z.B. Paclitaxel und Docetaxel, wirken auf den
Spindelapparat und stéren so die Mitose) (Boyle und Levin, 2008).

In den Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizini-
schen Fachgesellschaften werden derzeit als Standardbehandlung in erster
Linie anthrazyklinhaltige Kombinationen empfohlen (siehe auch (Kreien:
berg et al., 2008)). Gangige Kombinationen sind z.B. das TAC-Schema mit
der gemeinsamen Gabe von Docetaxel (Taxotere®), Doxorubicin (Adriamycin)
und Cyclophosphamid tiber sechs Zyklen, oder das AC-DOC-Therapieschema
mit vier Zyklen Doxorubicin und Cyclophosphamid, gefolgt von vier Zyklen
Docetaxe Eine Zyklusldnge betrédgt in der Regel drei bis vier Wochen.

Wie bereits erwdhnt sind die Moglichkeiten der Primér- und Sekundéarpraven-
tion des Mammakarzinoms begrenzt, die Bestimmung prognostischer und
pradiktiver Faktoren ist daher ein wichtiger Ansatzpunkt zur Verbesserung
der Versorgung von Mammakarzinompatientinnen. Allerdings berticksich-
tigen auch die bisher etablierten Faktoren noch nicht die Heterogenitit der

Tumoren und die damit verbundene, sehr individuelle Therapieempfind-

TAC: Docetaxel 75 mg/m?KO (Korperoberfliche), Doxorubicin 60 mg/m*KO, Cyclophos-
phamid 600mg/ mg/m*KO; AC-DOC: Doxorubicin 60 mg/m?*KO, Cyclophosphamid
600 mg/ m2KO, Docetaxel 100 mg/ m2KO
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lichkeit und Tumorentwicklung. Die Weiterentwicklung prognostischer und
pradiktiver Faktoren, z.B. durch Genexpressionsprofile, ist daher Gegen-
stand aktueller Brustkrebsforschung, auf die im folgenden Abschnitt dieses

Kapitels genauer eingegangen wird.

2.3 BRUSTKREBSFORSCHUNG - WICHTIGE STUDIEN IM UBERBLICK

Ein tieferes Verstdndnis der zelluldren und molekularen Prozesse in der
Tumorzelle ist grundlegender Gegenstand der Brustkrebsforschung, da das
Zusammenspiel vieler komplexer Zellregulationsmechanismen den Krank-
heitsverlauf einer Brustkrebserkrankung und auch das Ansprechen oder
Versagen einer Therapie bestimmt (siehe Abschnitt[2.4). In den letzten Jahren
wurden daher vermehrt Genexpressionsstudien mit dem Ziel der besseren
Klassifizierung von Mammatumoren als Basis fiir eine angepasste Versorgung
der Patientinnen durchgefiihrt. Methodischer Schwerpunkt dieser Studien
sind vor allem die Mikroarraytechnik und Expressionsanalysen mittels quan-
titativer Real-Time-PCR (qRT-PCR).

Mit Hilfe der Mikroarraytechnologie ldsst sich in einem einzigen Experiment
die Expression einer grofien Anzahl von Genen analysieren, die potentiell
in die komplexen Mechanismen der Tumorentstehung involviert sein kon-
nen. So kénnen nicht nur einzelne Markergene identifiziert, sondern auch
Gensignaturen erfasst werden, die eine molekulare Charakterisierung und
Klassifizierung der Tumorzellen ermoéglichen. Das Grundprinzip dieser Me-
thode ist die Hybridisierung von RNA aus Tumorzellen gegen Teilabschnitte
interessanter Gensequenzen, die auf einem Trager-Substrat verankert sind (ei-
ne detaillierte Beschreibung der Methode befindet sich in Kapitel [3.4.3). Die
quantitative Real-Time-PCR hingegen ist besonders fiir die Analyse einer
beschriankten Anzahl von Genen geeignet. Sie wird unter anderem fiir Expres-
sionsanalysen einzelner Kandidatengene oder zur Bestédtigung der Ergebnisse
eines Mikroarrayexperiments genutzt, ist aber auch als eigenstandiger Ver-
suchsansatz von Bedeutung. Bei dieser Methode werden Zielsequenzen der
zu analysierenden Gene mittels Polymerase-Kettenreaktion vervielfiltigt und
gleichzeitig quantifiziert. So kann auf die Expression dieser Gene im un-
tersuchten Gewebe riickgeschlossen werden (zum methodischen Vorgehen
siehe Kapitel 3.4.4). Gemessen wird sowohl bei der Mikroarrayhybridisier-
ung als auch der gqRT-PCR die relative differentielle Expression der Gene
im Tumor im Vergleich zu einer Referenz. Hierbei kann es sich um RNA
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aus gesundem Gewebe, Zellkulturlinien oder einem Pool aus Tumorproben
handeln. Beide Methoden sind grundsatzlich fiir klinische Routineuntersu-
chungen einsetzbar. Mikroarrays haben den Vorteil hoher Durchsatzraten und
guter Standardisierbarkeit, insbesondere im Vergleich zu den immunhisto-
chemischen Methoden. Real-Time-PCR-Analysen kénnen auf der Grundlage
identifizierter Markergene kostengiinstig und mit geringen Probenmengen

durchgefiihrt werden.

Ausgehend von Genexpressionsanalysen konnten fiir die Brustkrebserkran-
kung bereits eine Vielzahl unterschiedlicher prognostischer Modelle und
damit einhergehende Markergene bzw. Gensignaturen identifiziert werden.
Eine der ersten Arbeiten, die hier wichtige neue Erkenntnisse gebracht hat,
ist die Studie von Perou et al. (2000). Die Gruppe um Perou und Serlie zeigte
in ihren Mikroarrayanalysen an 65 Tumorproben von 42 Patientinnen mittels
hierarchischen Clusterns vier grofie Gruppen von Tumoren auf, die, mit Blick
auf ihre histologischen Eigenschaften, als ER" /Luminal-like, Basal-like, Her2*
und Normal Breast-like bezeichnet wurden. Die Bezeichnung , Luminal” und
,,Basal” beschreibt die Ahnlichkeit des Expressionsmusters dieser Tumoren
zum Genprofil von zwei ebenfalls untersuchten Zelltypen des Brustepithelge-
webes, den Basal- und Luminalzellen, die sich bzgl. der in ihnen exprimierten
Gene und Proteine eindeutig voneinander unterscheiden. Zudem weisen die
Kategorien hinsichtlich des Ostrogenrezeptorstatus Unterschiede auf, Her2"-
und Basal-like-Tumoren sind z.B. rezeptornegativ, Tumoren des ER™ /Luminal-
like-Typs zeigen in der Regel eine geringe Expression des Wachstumsfak-
torrezeptors Her2-neu, im Gegensatz zur Her2+-Gruppe. Dieses |, Intrinsic
Subtype Model” mit seiner 427 Gene umfassenden Signatur wurde von der
Forschergruppe anschlieflend um zwei molekulare Subtypen erweitert (Sor:
lie et al,, 2001). Sie differenzierten anhand der intrinsischen Gensignatur
zusétzlich zwischen Luminal A- und Luminal B-Tumoren, die sich auch bzgl.
ihrer Prognose unterschieden. Patientinnen mit Luminal B-Tumoren wiesen
in einen signifikant schlechteren Krankheitsverlauf auf, was auch in einer
weiteren Folgestudie bestédtigt wurde (Serlie et al., 2003).

Eine weitere umfangreiche Studie ist die Arbeit von van’t Veer et al.| (2002),
die anhand eines 60mer-Oligonukleotid-Mikroarrays mit RNA bzw. ESTs
von 25.000 Genen ein Set prognostisch relevanter Markergene identifizierten.
Dafiir wurden zunédchst uniiberwachte Cluster-Algorithmen (agglomerati-
ves hierarchisches Clustern) auf 5.000 signifikant (mind. zweifach reguliert,
p<0,01 in mind. fiinf Experimenten) regulierten Genen angewandt. Anschlie-

lend wurde mittels {iberwachter Verfahren ein Genprofil fiir Tumoren von
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Patientinnen mit schlechter Prognose (Metastasenbildung innerhalb von 5
Jahren) identifiziert. Dieses Profil wurde mit jeder Probe des Tumor-Trainings-
Sets validiert und so ein optimales Genset mit 70 Genen zur Unterscheidung
von Tumoren mit schlechter bzw. guter Prognose ermittelt. Auf Basis dieser
70-Gen-Signatur konnte im Rahmen der Studie eine ungiinstige Prognose fiir
die Patientinnen zuverlédssiger vorhergesagt werden als mit den klassischen
Faktoren (negativer Ostrogenrezeptorstatus, hoher Tumordifferenzierungs-
grad, Tumor grofser als 2cm, Alter der Patientin <40 Jahre). In die van’t Veer-
Studie wurden 117 ausschliefslich junge Frauen (unter 55 Jahren) mit primar
auftretendem sporadischem Mammakarzinom, nahezu alle ohne systemische
Behandlung (fiinf Patientinnen mit adjuvanter Chemo- oder Hormonthe-
rapie), eingeschlossen. Eine interne Evaluation der Studie erfolgte anhand
eines unabhéngigen Testsets von 19 Tumorproben junger, lymphknotenne-
gativer Patientinnen. Eine Validierung der Signatur folgte in einer grofSer
angelegten Studie mit 295 Patientinnen (van de Vijver et al., 2002). Auch
das TRANSBIG(Translational Research Breast International Group)-Consortium
hat als externe Instanz die 70-Gen-Signatur in zusitzlichen Analysen (MIN-
DACT(Microarray In Node-negative Disease may Avoid Chemotherapy)-Studie)
als unabhéngigen Prognosefaktor bestitigt und seine klinische Anwendbar-
keit untersucht (Buyse et al) 2006). Die 70-Gen-Signatur wurde bereits in
einen mafSgeschneiderten, fiir den Hochdurchsatz geeigneten Mikroarray
tiberfiihrt (Glas et al., 2006) und steht unter dem Namen MammaPrint® als
diagnostischer Test zur Untersuchung von Brustkrebspatientinnen unter 61

Jahren mit negativem Lymphknotenstatus zur Verfiigung.

Ebenfalls bereits in der klinischen Anwendung ist der auf 21 Genen basieren-
de ,Recurrence Score” von Paik et al. (2004). Dieser speziell fiir Patientinnen
mit lymphknotennegativen, hormonrezeptorpositiven Tumoren entwickelte
und unter dem Namen Oncotype DX® verfiigbare Test untersucht die Ex-
pression von 16 krebsassoziierten und fiinf Referenzgenen mittels qRT-PCR
zur Vorhersage des Erfolgs einer Anti-Hormontherapie. Auch hier wurden
externe Validierungsstudien durchgefiihrt, in denen insgesamt bereits fast
4.000 Patientinnen untersucht wurden. Des Weiteren sollen in den noch
laufenden TAILORXx(Trial Assigning Individualized Options for Treatment (Rx))-
Studien insgesamt mehr als 10.000 Patientinnen eingeschlossen werden, um
den Nutzen des diagnostischen Tests in der Praxis zu bestdtigen, und nicht
nur den Erfolg einer Anti-Hormontherapie, sondern auch einer zusatzlichen
Chemotherapie abzuschitzen (Paik, 2007; Sparano und Paik, 2008).
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Die hier genannten Gensignaturen geben einen guten Uberblick iiber die
Bandbreite der Expressionsstudien. Sie unterscheiden sich nicht nur in der an-
gewandten Technik (PCR, Mikroarrays, verschiedene Mikroarrayplattformen),
sondern auch bzgl. des bendtigten Ausgangsmaterials (frisches oder fixier-
tes Gewebe), der identifizierten Markergene, der beobachteten Endpunkte
(Wiedererkrankungsrisiko, Therapieansprechen) und des Patientinnenkol-
lektivs (Alter, Hormonrezeptorstatus etc.). Auf eine mogliche Darstellung
weiterer Gensignaturen, wie z.B. die 76-Gen-Signatur von Wang et al. (2005)
zur Vorhersage von Metastasen in lymphknotennegativem Brustkrebs, die
Zellzyklus-Gensignatur nach Liu et al.|(2008) oder die ,Wound Response”
Signatur von [Chang et al. (2005), wird daher an dieser Stelle verzichtet, da sie
tiber den Fokus der Arbeit hinausgehen. Im folgenden Kapitel soll nun auf
die molekularen Prozesse eingegangen werden, die fiir die Tumorentwick-
lung von Bedeutung sind und sich z.T. in den Genprofilen der verschiedenen

Untersuchungsansitze widerspiegeln.

24 PROZESSE IN DER TUMORZELLE

Charakteristische Kennzeichen von Krebszellen sind unkontrollierte Vermeh-
rung, Verdnderungen in Stoffwechsel- und Differenzierungsvorgangen und
genomische Instabilitdt. Hanahan und Weinberg| (2000) fithren sechs grundle-
gende Charakteristika an, deren Zusammenwirken eine Tumorentstehung

ermoglicht:

> Zellwachstum unabhingig von exogener Stimulation durch Signalmo-
lekiile (Eingreifen in die Signalkaskade z.B. iiber Deregulation von

Rezeptoren oder Nachahmung von Wachstumsfaktoren)

> Nicht-Ansprechen auf Anti-Proliferationssignale durch Veranderung

zellzyklusregulierender Komponenten
> Deregulation des programmierten Zelltods
> Ungehinderte Zellproliferation
> Fahigkeit zur Angiogenese

> Gewebe-Invasion und Metastasierung (z.B. durch Veranderung von
Faktoren der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion)

Kennzeichen bosartiger Tumoren ist insbesondere die Fahigkeit, nicht nur
auf den Entstehungsort (Primdrtumor) beschrankt zu bleiben, sondern in

umliegendes Gewebe einzudringen (Invasion) oder entfernte Organe zu
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befallen (Metastasierung). Nach dem derzeitigen Kenntnisstand handelt es
sich hierbei um mehrstufige Prozesse, bei denen Wechselwirkungen zum
angrenzenden Gewebe entscheidende Bedeutung haben. Der Einfluss dieser
Stroma-Zellen ist auch Basis der ,Seed and Soil”-Hypothese zur Metasta-
sierung, die bereits Ende des 19. Jahrhunderts (1889) von Stephen Paget
aufgestellt wurde (vgl. Dell, 2006). Sie geht davon aus, dass die Ausbreitung
von Tumorzellen (Seed) iiber das Blut- oder Lymphsystem im Korper nicht zu-
tallig erfolgt, sondern dass manche Gewebe einen geeigneteren , Nahrboden”
(Soil) fir Metastasen bieten als andere. Im Mehrstufen-Prozess der Meta-
stasierung (Metastatic Cascade) stellen Tumor-Stroma-Interaktionen einen
wichtigen Aspekt dar, es werden jedoch etliche weitere Schritte zur Tumor-
Progression angenommen. Zundchst wachst der Primédrtumor (Proliferation),
was mit einem Auflockern der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen bzw.
dem Degradieren der extrazelluldaren Matrix einhergeht. Daraufhin kann die
Invasion des Tumors in angrenzendes Gewebe erfolgen. Der Tumor kann sich
als Ganzes ausdehnen und umliegendes Gewebe verdrangen oder Zellgrup-
pen bzw. einzelne Zellen konnen sich vom Tumor ablosen und abwandern.
Treffen diese Zellen auf Blut- oder Lymphgefdfie, konnen sie tiber den ent-
sprechenden Kreislauf auch entfernte Organe erreichen, sich dort zusétzlich
anlagern und zur Bildung von Metastasen fithren. Metastasierung ist kein
linearer Prozess. Jeder der hier genannten Schritte ist von einer Vielzahl von
Faktoren beeinflusst und setzt bestimmte Eigenschaften der Tumorzellen
voraus bzw. selektiert Zellen anhand konkreter Merkmale, die zum Durch-
laufen dieser Prozesse notwendig sind. Beispielsweise geht Tumorwachstum
haufig auch mit Angiogenese, der Bildung neuer Gefafisysteme, einher. Das
Eindringen von Tumorzellen in Blutgefiafle ist daher nicht nur von ihrem
,zufdlligen” Aufeinandertreffen abhingig, sondern wird zusatzlich durch
durch den Tumor verursachte Verdnderungen im Gewebe gefordert (Schulz,
2005).

Eine zentrale und bisher ungekléarte Frage ist, was den Prozess der Metastasie-
rung antreibt. Hierzu gibt es zwei grundlegende Hypothesen, die Hypothese
des klonalen Ursprungs und die Stammzell-Hypothese (Abbildung [2.4).

Anhénger der Hypothese des klonalen Ursprungs gehen davon aus, dass
im Laufe der Tumorentwicklung innerhalb eines Tumors (heterogene) Zell-
Subklone entstehen, die metastatische Potenz besitzen. Kennzeichen dieser
Zellen ist ihre genomische Instabilitdt. Durch Anhdufung zufilliger Muta-
tionen, die einen selektiven Vorteil bedeuten konnen, entstehen Zellen, die

schliefslich eine Metastase bilden konnen. Dieser Prozess ist durch eine fort-

21



A) Tumor aus heterogenen Zell-Subklonen
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Abbildung 2.4: Dargestellt sind zwei Modelle zur Metastasierung von Tumoren, die Hypo-
these des klonalen Ursprungs (A) und die Stammzell-Hypothese (B).

Metastase

laufende Verdnderung der Subklone durch Mutationen charakterisiert und
spricht fiir die grofie Heterogenitat innerhalb eines Tumors (intratumorale
Heterogenitit) (Allred et al., 2008; Polyak, 2008). Das Stammzell-Modell hin-
gegen geht davon aus, dass nur wenige Zellen aus dem Tumor eine inhdrente
metastatische Potenz besitzen. Diese Zellen weisen mit der Fahigkeit zur
Selbsterneuerung oder der Wachstumsforderung anderer Zellen sogenannte
Stammzell-Charakteristika auf. Nur aus Tumor-Stammzellen konnen Metasta-
sen hervorgehen. Fiir diese Hypothese spricht, insbesondere mit Blick auf die
Brustkrebserkrankung, dass es moglich ist, mittels Genexpressionsanalysen
die metastatische Potenz von priméren (Brust-)Tumoren vorherzusagen (vgl.
hierzu die Vorhersage einer schlechten Prognose von jvan’t Veer et al., 2002);
siehe auch Abschnitt[2.3). Dies ldsst darauf schlieen, dass die metastatische
Potenz des Primdrtumors bereits in der frithen Phase der Tumorentwicklung
festgelegt ist. Des Weiteren ist diese Hypothese eine mogliche Erklarung fiir
die Beobachtung, dass sich Primdrtumor und Metastasen eines Tumors in ih-
ren Genprofilen dhnlicher sind als zwei Primdrtumoren (gleichen Tumortyps)
unterschiedlicher Patientinnen (intertumorale Heterogenitat) (Schulz, 2005;
Li et al., 2007; |Allred et al., 2008; |[Polyak, 2008). Letztendlich schliefSen sich
die Theorien nicht aus und kénnen grundsétzlich beide zum Verstiandnis der

Metastasierungs-Mechanismen beitragen (Allred et al., 2008).

Als sicher gilt, dass Verdanderungen im genetischen Programm der Zellen
die Tumorentstehung foérdern. Krebszellen kénnen sowohl Verdnderungen
in einzelnen Genen (Genmutationen wie z.B. Punktmutation, Insertion, De-

letion) als auch strukturelle- (Chromosomenmutationen wie Translokation,
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Inversion und Genamplifikation) und numerische chromosomale Veradn-
derungen (Genommutationen) aufweisen. Der Einfluss dieser genetischen
Verdanderungen auf die Krebsentwicklung ist vielfiltig und abhangig von
der jeweiligen Funktion der betroffenen Gene. Schulz (2005) unterscheidet

zwischen folgenden Kategorien von ,Krebsgenen”:

> Tumorsuppressor- und Onkogene: diese Gene sind in der Regel direkt

an der Tumorentstehung beteiligt

> Risikomodulierende Gene: ihre Bedeutung ist oft abhdngig von Umwelt-
faktoren, z.B. der Exposition gegeniiber Karzinogenen; sie beeinflussen
Tumorentstehung und -wachstum indirekt z.B. {iber die Immunantwort

oder Hormon- und Wachstumsfaktor-Level

> ,Ausfithrende” Gene: sie spielen haufig erst in der spateren Phase der
Tumorentwicklung (Zellinvasion und Metastasierung) eine Rolle und

werden durch Onkogene oder Tumorsuppressorgene reguliert

Onkogene entstehen durch genetische Verdnderungen wie z.B. Mutatio-
nen und/oder Genamplifikation in normalen Genen, sogenannten Proto-
Onkogenen, die zu einer gesteigerten Aktivitat bzw. Uberexpression dieses
Gens fiihren. Die meisten Onkogene sind in Mechanismen der Zellzyklusre-
gulation involviert. Es konnen eine Vielzahl von Molekiilen betroffen sein,
sezernierte Proteine, Transmembranrezeptoren, Proteinkinasen, Wachstums-
oder Transkriptionsfaktoren etc. Hierzu gehort z.B. auch ERBB2 als ein Gen
der ERBB-Wachstumsfaktorrezeptorfamilie, das in Brusttumoren eine be-
sondere Rolle spielt (Schulz, 2005| siehe auch Abschnitt . Im Gegensatz
zu der Uber-Aktivierung von Onkogenen tragt im Falle von Tumorsup-
pressorgenen der Funktionsverlust zum Entstehen oder Fortschreiten eines
Tumors bei. Hier sind die Auswirkungen genetischer Verdnderungen nur
dann sichtbar, wenn beide Genkopien ausgeschaltet sind (Loss of Heterozy-
gosity), da Tumorsuppressorgene, anders als Onkogene, zumeist rezessiv
sind. Tumorsuppressorgene lassen sich in zwei grofie Kategorien einteilen,
die ,Caretaker” und die ,Gatekeeper”. Caretaker codieren fiir Proteine, die
das Genom stabilisieren und z.B. an DNA-Reparaturmechanismen beteiligt
sind. Mutationen in diesen Genen fithren hdufig zu weiteren genetischen
Verdnderungen in anderen Genen, z.B. Gatekeeper-Genen. Gatekeeper-Gene
verhindern direkt unkontrolliertes Wachstum von Zellen oder sind fiir den
programmierten Zelltod, die Apoptose, verantwortlich. Das fiir den Tran-
skriptionsfaktor p53 codierende TP53-Gen ist ein Tumorsuppressorgen, das
sehr haufig in Tumoren deaktiviert ist. Es reguliert Gene der Zellzyklus-
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regulation, Apoptose, Angiogenese und der DNA-Reparatur und kann so
direkt die Entstehung und das Wachstum von Tumoren begiinstigen. Diese
Kategorisierung der Tumorsuppressorgene ist jedoch nicht ausschliefsend,
einige relevante Gene (so z.B. die BRCA-Gene in Brustkrebs) lassen sich nicht
nur einer, sondern beiden Klassen zuordnen (Oliveira et al., 2005).

Haufig in Tumoren verdnderte Gene werden allgemein auch als krebskri-
tische Gene bezeichnet. In der Regel 16sen nicht Mutationen in einzelnen
Genen Krebs aus, sondern fordern Defekte in mehreren Genen die Ent-
stehung invasiver Tumoren. Betroffen sind vor allem Gene, die mit den
wichtigsten Stoffwechselprozessen einer normalen Zelle (Proliferation, Diffe-
renzierung, Uberleben) assoziiert sind und durch Wechselwirkungen auch
weitere Gene beeinflussen konnen (Vogelstein und Kinzler, 2004). Es wird da-
her auch von Krebs-Pathways gesprochen, also von Stoffwechselwegen, die
bei der Entwicklung einer Vielzahl von Krebserkrankungen eine Rolle spielen,
wie z.B. der in zahlreichen Krebsarten deregulierte MAP-Kinase-Signalweg

(Regulation von Zellwachstum, -differenzierung, Apoptose) (Schulz, 2005).

Andere haufig betroffene Stoffwechselwege sind spezifisch fiir bestimmte
Krebsarten. Fiir die Brustkrebserkrankung (und weitere hormonabhéngige
Karzinome) z.B. der Ostrogenstoffwechsel, der auch eng mit dem MAP-
Kinase-Signalweg verkniipft ist und ebenfalls Prozesse der Differenzierung,
Angiogenese, Apoptose etc. beeinflusst. Ostrogen kann dabei genomisch wit-
ken und an Rezeptoren im Zytoplasma binden, was zu deren Dimerisierung
und Anlagerung an EREs (Estrogen Responsive Elements - spezifische DNA-
Erkennungssequenzen) im Zellkern fiihrt. Diese EREs dienen als Bindungs-
stelle in der Kontrollregion bestimmter Zielgene, die somit reguliert werden.
Alternativ binden Ostrogen-Vorstufen an membranstidndige Rezeptoren, die
Signale werden tiber nacheinander geschaltete Kinasen in den Zellkern gelei-
tet und fiithren dort zur Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionsweges
(Chen et al., 2008).

Um den Aspekt der Krebs-Pathways auch in den hier vorgenommenen
Analysen berticksichtigen zu konnen, wurde zur funktionalen Einord-
nung der untersuchten Gene auf Gen-Ontologien zuriickgegriffen. Diese
werden im nachfolgenden Exkurs kurz erldutert. Auf die verschiedenen
(Stoffwechsel-)Prozesse und beispielhafte Vertreter, die Einfluss auf die Brust-
tumorentwicklung nehmen kénnen, wird im Ergebnisteil dieser Arbeit (Ka-

pitel 4.1.2) ndher eingegangen.
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ExkxURs: GEN-ONTOLOGIEN

Ontologien dienen allgemein dazu, Wissen zu reprasentieren und zu formalisieren.
Gen-Ontologien stellen die Struktur zur Verfiigung, die eine Kategorisierung von
Genen bzw. Genprodukten anhand ihrer biologischen Funktion ermoglicht. Gen-
Ontologien liefern hierfiir ein kontrolliertes und vereinheitlichtes Vokabular, das
auf der Basis von Expertenwissen entwickelt wird. Sie sind speziesunabhidngig und
ermoglichen die (computergestiitzte) Verarbeitung und Interpretation komplexer
Daten, wie sie zum Beispiel in Mikroarrayanalysen generiert werden. Hierfiir miissen
nicht nur die Kategorien (Ontologien) selbst festgelegt, sondern auch Hierarchien
und Vernetzungen abgebildet werden. Erst in einem weiteren Schritt erfolgt die
Annotation von Genen oder Genprodukten, also die Zuordnung zu den erstellten

Kategorien.

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Strategien zur Reprasentation von Genfunktio-
nen. Thomas et al.| (2007) beschreiben zwei komplementdre Ansédtze zur Abbildung
biochemischer Prozesse und Interaktionen (Pathways). Beide benutzen ein dhnliches
Vokabular und bieten Werkzeuge zur Datenanalyse, unterscheiden sich jedoch in
Aspekten der Gen-Annotation: Das Modell der GeneOntology(GO)-Initiative (Ash+
burner et al., 2000) enthilt drei Hauptkomponenten der Wissensreprasentation: die
molekulare Funktion, assoziierte biologische Prozesse und die Zellkomponenten,
in denen diese statt finden. Die molekulare Funktion ist als konkrete Funktion
oder Aktivitdt eines Genproduktes definiert und unterscheidet sich insofern von
den biologischen Prozessen, dass diese eine hohere funktionale Ebene beschrei-
ben, in die einzelne oder auch eine Reihe von molekularen Funktionen involviert
sein konnen (Thomas et al., 2007). Das PANTHER(Protein Analysis Through Evolu-
tionary Relationships)-System (Thomas et al., 2003) bietet eine GO-dhnliche Repra-
sentation mit der Moglichkeit, Gene molekularen Funktionen und biologischen
Prozessen zuzuordnen. Dariiber hinaus beinhaltet sie jedoch auch eine Pathway-
Annotation. Beide Projekte bieten u.a. eine webbasierte Datenbank an, an die Ab-
fragen von Ontologien und Annotationsdaten gerichtet werden konnen, oder auch
Werkzeuge zur Visualisierung dieser Daten (URLs: http://www.geneontology.org/,
http://www.pantherdb.org/).

25


http://www.geneontology.org/
http://www.pantherdb.org/

2.5 ZIELE DER ARBEIT

Die vorliegende Arbeit ,,Genexpressionsanalysen zur Charakterisierung pri-
mdrer Mammatumoren im neoadjuvanten Setting” beschiftigt sich mit der
Unterscheidung von Tumoren anhand der Expressionsmuster ausgewéhlter
brustkrebsrelevanter Gene. Hierfiir wurden Tumor-Gewebeproben von Brust-
krebspatientinnen vor und wihrend einer begleitenden Chemotherapie mit
Mikroarraytechnik (und erganzender Real-Time-PCR) analysiert. Der fiir die
Experimente eingesetzte Mikroarray wurde eigens fiir diese Analysen herge-
stellt. Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen ist dabei die Beantwortung
folgender Hauptforschungsfragen und damit verbundener konkretisierender

Teilfragen:

1. Lassen sich die untersuchten Brusttumoren anhand ihrer Genprofile

signifikant voneinander unterscheiden und Gruppen zuordnen?
a) Konnen signifikant exprimierte Gene identifiziert werden?

b) Welchen funktionalen Gruppen/Stoffwechselwegen lassen sich

diese Gene ggf. zuordnen?

2. Wenn sich die Tumoren verschiedenen Kategorien zuordnen lassen,
konnen diese dann mit klinischen Parametern in Beziehung gesetzt

werden?

a) Sind bestimmte Tumoreigenschaften mit den Genprofilen assozi-
iert?

b) Gibt es z.B. Korrelationen zu einzelnen klinischen Parametern
(etablierte/diskutierte Faktoren) oder auch zu klinischen Profilen
(z.B. Risikogruppen, Tumorsubtypen; vgl. Kapitel 2.3)?

c) Geben die klinischen Eigenschaften der Tumoren einer auf Grund-
lage des Genprofils erstellten Kategorie Hinweise auf die Prognose

der Patientinnen?

d) Unterscheiden sich Tumorproben einer Patientin hinsichtlich ihres
Genprofils im Laufe der Chemotherapie?

Nach der experimentellen Bearbeitung dieser Fragen werden die Ergebnis-
se im aktuellen Forschungsrahmen dargestellt und erldutert. Zudem wird
prinzipiell tiber die Anwendung von Genexpressionsanalysen in Tumordia-
gnostik und Therapieentscheidung und die damit verbundenen moglichen
Vor- und Nachteile diskutiert.
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MATERIAL UND METHODEN

Im diesem Kapitel werden die in dieser Arbeit angewandten Methoden
und alle hierfiir verwendeten Materialien aufgefiihrt. Zunédchst werden das
verwendete Gewebe ndher charakterisiert, die zur Verfiigung stehenden zu-
gehorigen klinischen Daten kurz erldutert und die zu analysierenden Gene
beschrieben. Da es sich hierbei um die eigentlichen Untersuchungsgegen-
stinde handelt werden diese nicht mit dem zusé&tzlichen Material zusammen

aufgelistet, sondern getrennt betrachtet.

3.1 PATIENTINNENKOLLEKTIV UND TUMORPROBEN

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Tumorproben von Patientinnen
analysiert, die sich im Zeitraum von 2006-2008 im Brustzentrum der Stad-
tischen Kliniken Bielefeld in Behandlung befanden. Bei allen Patientinnen
lag ein primdres Mammakarzinom vor, das mittels primér systemischer (neo-
adjuvanter) Chemotherapie therapiert wurde. Von jeder Patientin wurden
Gewebeproben an bis zu drei verschiedenen Zeitpunkten entnommen. Eine
erste Stanzbiopsie (entnommen unter Ultraschallkontrolle) wurde jeweils im
Rahmen der Routinediagnostik beim Erstbesuch durchgefiihrt. Eine zweite
Stanze wurde in der Regel nach dem ersten Zyklus der Chemotherapie ent-
nommen. Im Falle einer operativen Entfernung des Tumors stand noch ein

Operationspréparat fiir die Analysen zur Verfiigung.

Zur Unterscheidung der einzelnen Tumorproben und Identifizierung der
Patientinnen wurden interne Bezeichnungen vergeben. Die Patientinnen wur-
den zundchst durchnummeriert, zur Kennzeichnung der unterschiedlichen
Proben einer Patientin wird zusétzlich eine Zahlen-Buchstaben-Kombination
verwendet, wobei durch Buchstaben Proben unterschiedlicher Zeitpunkte
und durch angehidngte Zahlen mehrere Proben eines Zeitpunktes unterschie-
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den werden: 5-C-2 beschreibt z.B. die zweite Probe des dritten Entnahmezeit-
punktes der Patientin 5.

Fiir die spéateren Analysen werden dieser Bezeichnung noch Informatio-
nen iiber die Probennummer (die in der Klinik vergebene, 3- bis 4-stellige,
fortlaufende Nummer der Gewebeprobe) und Art der Tumorprobe (BP-0
oder BP-1 = Biopsie vor bzw. nach Chemotherapie; OP = Operationsprapa-
rat) als Identifikation hinzugefiigt: 5-C-2_1035_OP (vgl. ,EMMA-Value” in
Anhang D).

3.1.1 Auswahlkriterien

Folgende Einschlusskriterien mussten fiir die Studienteilnahme erfiillt wer-

den:
> Schriftliche Einwilligungserklarung

> Unilaterales oder bilaterales primdres Mammakarzinom mit Indikation

zu primdr systemischer Therapieﬂ

> Keine Kontra-Indikation gegen primaér systemische Therapie wie eine
schwere vorliegende Allgemeinerkrankung oder Allergie gegen ver-

wendete Medikamente
> Alter tiber 18 Jahre
> Karnofsky-Index?] groer 80 %

> Normale Leberfunktion, Bilirubin (Abbauprodukt des Himoglobins)
im Normbereich (unter 21 ymol/L Serum)

> negativer Schwangerschaftstest bei primenopausalen Frauen

Ausgeschlossen wurden Patientinnen mit schweren Grunderkrankungen

oder vorausgegangenen Chemotherapien sowie Frauen in der Stillzeit.

Grundlage fiir die Indikation zur systemischen Therapie waren die Leitlinien der St. Gallen
Konsensus Konferenz 2005. Diese empfehlen eine (neo-)adjuvante Chemotherapie fiir alle
Patientinnen der hohen oder mittleren Risikokategorie. Fiir die Einteilung der Risikogruppen
sowie den Behandlungsempfehlungen siehe |Goldhirsch et al|(2005) und Abschnitt [2.2| der
Einleitung

Der Karnofsky-Index (Karnofsky Perfomance Status Scale) nach Schag et al.| (1984) dient zur
Bewertung der Lebensqualitdt von Patienten mit bésartigen Tumoren und soll einen gewissen
Grad der Standardisierung dieses abstrakten Faktors ermoglichen. Die Skala reicht von
maximal 100 % (keinerlei Einschrankungen durch die Erkrankung) in 10er-Schritten bis zu
0 % (Tod).
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3.1.2 Patientinnenbezogene Daten

Soweit moglich wurden folgende patientinnenbezogene Daten erfasst:

> Angaben zu Person und Herkunft: Alter, Beruf, Geburtsland, Volks-
gruppenzugehorigkeit

> Hormonabhéngige/reproduktive Faktoren: Graviditat (Schwanger-
schaften), Paritat (Geburten), Alter bei Geburt des ersten Kindes, Stillen

und Zeitraum des Stillens, Menarche, Menopause

> Lebensstilfaktoren: Rauchen, Alkoholkonsum, Body-Mass-Index (BMI),
Besonderheiten der Erndhrung, Umfang sportlicher Betdtigung, Schlaf-

verhalten

> Klinische Anamnese: familidrer Brustkrebs, vorhergegangene Krebser-

krankung, Allgemeinerkrankungen, Medikamente, Eigenmedikation

Eine Zusammenfassung der Merkmale des Patientinnenkollektivs liefert der
Ergebnisteil dieser Arbeit (4.2). In Abschnitt |B|des Anhangs sind die in die
Analysen eingegangenen Tumor- und Patientinnendaten dokumentiert.

3.1.3 Tumormaterial und Referenz

Das untersuchte Tumormaterial umfasst sowohl Stanzzylinder als auch OP-
Praparate. Das Gewebe wurde jeweils sofort nach Entnahme in den Stadti-
schen Kliniken Bielefeld in fliissigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren und
gelagert. Die weitere Lagerung an der Universitdt fand in -80 °C Gefrier-
schranken statt, der Transport erfolgte dabei auf Trockeneis (-79 °C). Als
Referenz zum Tumormaterial diente die Universal Human Referenz-RNA
von Stratagene. Diese stellt einen Pool aus zehn verschiedenen Tumorzellli-
nien dar, wobei die Herstellerfirma eine gleich bleibende Qualitdt der RNA
garantiert (Novoradovskaya et al., 2004). Alle Experimente der vorliegenden
Arbeit wurden mit einem Pool dieser RNA durchgefiihrt.

3.1.4 Tumorbezogene Daten

Neben den patientinnenbezogenen Daten stehen noch eine Reihe weiterer
tumorbezogener Daten zur Verfiigung, die nachfolgend kurz aufgelistet

werden.

> Tumorlokalisation (Quadrant der Brust) und Histologie (duktal, lobulér)
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> Tumorgrofie, Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung (TNM-
Klassifikation)

> Differenzierung der Tumorzellen (Grading)

> Status fiir den Progesteron- und Ostrogenrezeptor sowie den Wachs-

tumsfaktorrezeptor Her2-neu
> Chemoregime, Herceptinbehandlung

Die immunhistochemische Bestimmung des Hormonrezeptorstatus und der
eventuelle Nachweis einer Genamplifikation des Wachstumsfaktorrezeptors
Her2-neu mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) wurde in der
Pathologie des Stadtischen Klinikums Bielefeld durchgefiihrt. Die dort be-
nutzten Methoden werden nachfolgend kurz dargestellt, auf alle weiteren

tumorbezogenen Daten wird in Kapitel 2.2 eingegangen.

HISTOPATHOLOGIE  Der Antikdrpernachweis erfolgte mit dem BenchMark
IHC/ISH Farbemodul von Ventana Medical Systems unter Verwendung des
BMK iVIEW DAB Paraffin Detection Kits (Ventana Medical Systems) fiir die
Progesteron- und Ostrogenrezeptoren und HercepTest® (Dako, Genentech)
tiir den Her2-neu-Nachweis. Die Auswertung der Antikorperfarbung fiir die
Progesteron- und Ostrogenrezeptoren erfolgt semiquantitativ. Angegeben
wird der immunreaktive Score (IRS) nach |[Remmele und Stegner| (1987), der
als Produkt der Ergebnisse fiir die Anzahl positiver Zellen und die Farbein-
tensitiat einen Wert zwischen 0 und 12 liefert, wie in Tabelle dargestellt
(Tabelle angepasst nach Kreienberg et al., 2004, aktualisierte Fassung 2008).

Tabelle 3.1: Immunreaktiver Score nach |Remmele und Stegner| (1987) berechnet aus dem
Prozentsatz angefdrbter Zellkerne multipliziert mit der Farbeintensitat.

Prozentsatz positiver Zellkerne X Farbeintensitit

Keine positiven Kerne 0 Punkte Keine Farbereaktion 0 Punkte

< 10 % positive Kerne 1 Punkt Schwache Farbereaktion 1 Punkt
10-50 % positive Kerne 2 Punkte Maifsige Farbereaktion 2 Punkte
51-80 % positive Kerne 3 Punkte Starke Farbereaktion 3 Punkte

> 80 % positive Kerne 4 Punkte

Die Auswertung des immunhistochemischen Nachweises mittels
HercepTest® zur Bestimmung des Her2-neu-Status ist in Tabelle
dargestellt.

Bei einem schwach positivem Farbeergebnis wird zusédtzlich ein Nach-
weis mittels FISH und dem Inform® Her2-neu plus Sondenkit durchge-

fiihrt. Von einer Genamplifikation und einer damit verbundenen Her2-neu-
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Tabelle 3.2: Bewertungsschema der Her2-neu-Immunhistochemie.

HercepTest Score Reaktionsmuster Bewertung
0+ Keine Farbereaktion oder Negativ
<10 % der invasiven Tumor-
zellen mit Markierung der
Zellmembran
1+ >10 % der invasiven Tumor- Negativ
zellen mit schwacher inkom-
pletter Markierung der Zell-
membran
2+ >10 % der invasiven Tumor- Schwach positiv (geringe
zellen mit zirkularer Markie- HERZ—neu—Uberexpression)
rung der Zellmembran; Far-
beintensitidt gering bis mittel-
gradig
3+ >10 % der invasiven Tumor- Stark positiv (starke HER2-
zellen mit zirkuldrer Markie- neu-Uberexpression)
rung der Zellmembran; Far-
beintensitét stark

Uberexpression wird bei Verwendung dieses Sondenkits bei mehr als vier
Signalen pro Zelle ausgegangen (Kreienberg et al., 2004).

3.2 THEMENMIKROARRAY

Bei dem fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Mikroarray handelt es sich
um einen Brustkrebs-Themenarray. Er enthdlt ein Set brustkrebsrelevanter

Gene, das speziell fiir diese Anwendung zusammengestellt wurde.

Die Auswahl der Gene erfolgte auf Basis bereits veroffentlichter Studien.
Hauptsachlich ist hier die Studie von van’t Veer et al| (2002), publiziert in
Nature, zu nennen (van’t Veer et al., 2002). Dieses Genset wurde basierend auf
Ergebnissen weiterer Studien ergidnzt. Die Ergebnisse der hierzu erfolgten
Literaturrecherchen und weitere Informationen zum Themenarray finden
sich im Ergebnisteil unter Eine Ubersicht iiber die analysierten Gene und
ihre biologische Funktion ist in Anhang|A|dargestellt.

Als Tragermaterial zur Herstellung der Mikroarrays wurde der Nexterion®
Slide E MPX 16 von Schott Nexterion verwendet. Die Epoxy-Oberfldache
erlaubt kovalentes und direktes Binden von Molekiilen, wie z.B. Oligonukleo-
tiden, ein ultrahydrophobes Gitter unterteilt die Oberflache des Objekttragers
in 16 individuelle Kammern. Bedingt durch den Druckprozess und aus

31



Griinden der Handhabbarkeit wurden fiir alle durchgefiihrten Experimente
jedoch nur 12 Felder des Arrays benutzt. Die 12 Raster des Themenarrays
bestehen jeweils aus 24 Spalten mal 27 Zeilen und wurden mit einer Nadel
in zwei Durchgiangen mit dem MicroGrid II 610 (Genomic Solutions) erstellt
(Herstellung der Mikroarrays durch Prof. Dr. Anke Becker, Universitét Frei-
burg). Jedes dieser Raster beinhaltet 216 verschiedene Elemente, die in drei
Replikaten mit je 40 nM Oligonukleotide in 3 x SSC/1,5 M Betain gedruckt
wurden (648 Spots pro Feld). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Mi-
kroarrays aus zwei verschiedenen Druck-Serien eingesetzt, die Objekttrager
wurden jeweils durchnummeriert und mit der entsprechenden Seriennum-
mer versehen (Mc2001-Mc2008 S01; Mc2009-Mc2016 S02). Die Felder jedes
Mikroarrays werden zur Unterscheidung der einzelnen Experimente mit
Spalte A Felder 1-6 und Spalte B, 1-6 benannt (vgl. Abbildung 3.T).

A [1][2] [3] [4] [] [e]
B [1] (2] [s] [4] [5] [6]

Abbildung 3.1: Unterteilung des Schott Nexterion Slides E MPX 16.

3.2.1 Geninformation und -sequenzen

Die 216 verschiedenen Elemente des Mikroarrays reprasentieren brustkrebs-
relevante Gene und verschiedene Kontroll-Elemente, die jeweils in drei Re-

plikaten pro Raster vorliegen:

> ,Alien”-Oligonukleotide (Neomycin Phosphotransferase II (nptll) aus
dem Transposon Tn5 und Gentamicin Acetyltransferase-3-I(AAC(3)-
I) (aacC1)) des Transposons Tn1696 aus Sinorhizobium meliloti, jeweils
dreimal Puffer des Druckvorganges und Leer-Kontrollen (Empty Spots)
als interne Negativkontrollen

> Filamin Beta (FLNB), Hydroxymethylbilane Synthase (HMBS), Beta-2-
Microglobulin (B2M), Lysyl-tRNA Synthetase (KARS), Aktin Beta und
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Non-POU domain containing, octamer-binding (NONO) als ubiquitar
exprimierte humane Haushaltsgene

> 163 Gene aus verschiedenen Studien, z.B:

- ABC-Transporter, die eine Rolle bei Chemotherapieresistenzen
spielen
- Wachstumsfaktoren (z.B. Insulin-like Growth Factors) und ihre Re-

zeptoren
- Zykline als weitere Gene der Zellzyklusregulation
- Apoptose-Gene (z.B. TP53, BCL2)

- Zelladhasions- und extrazelluldre Matrix-Proteine (z.B. Cadherine),
die eine wichtige Rolle fiir Tumorwachstum und Metastasierung
spielen

- Gene des Ostrogenstoffwechsels, z.B. Steroidhormone die einen

Einfluss auf Tumorentwicklung und Progression haben kénnen

- Angiogenesefaktoren wie z.B. Angiopoietin, VEGF (Vascular Endo-
thelial Growth Factor) und PDGF (Platelet-derived Growth Factor), die
tiir die Bildung neuer Blutgefidfie und damit fiir die Versorgung

des Tumors essentiell sind

- verschiedene Matrix-Metalloproteinasen, die ebenfalls in Metasta-

sierungsprozesse involviert sind

> 19 cDNA-Klone (van’t Veer et al., 2002) in jeweils zwei Orientierungen,
um sicher zu gehen, dass sich die Sequenz auf dem kodierenden Sense-

Strang befindet

Grundlage fiir die Auswahl der 70mer-Oligonukleotide der ausgewéhlten
brustkrebsrelevanten Gene waren GenBank Sequenzinformationen (NCBI
Reference Sequences mRNA; URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Zugriffs-
datum: Januar 2007). Auf Basis dieser Zielsequenzen wurden mittels Oli-
goDesigner (Daniel Paarmann, unveroffentlichte Software) reprasentative
70mere der Gene identifiziert. Die Spezifitdt der Oligonukleotide (Unigue-
ness) muss gewdhrleistet sein, um spitere Kreuzhybridisierungen auf dem
Array zu vermeiden, daher erfolgt der Abgleich mit einer Referenzsequenz.
Hierfiir wurde die komplette Sequenz des menschlichen Genoms aus der
TIGR Gene Index Database (The Institute for Genomic Research, Release 16;
URL: http://www.tigr.org/tdb/tgi; Zugriffsdatum: Januar 2007; aktuelle
URL: http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) im OligoDesigner verwen-
det (Analysen durchgefiihrt von Burkard Linke, Bioinformatics Resource
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Facility, CeBiTec, Universitidt Bielefeld). Fiir die Identifizierung moglicher
Sequenzabschnitte wurden folgende Kriterien angelegt:

> Schmelztemperatur Tm der Oligonukleotide, berechnet anhand des
GC-Gehalts nach Howley et al. (1979):

+ A_
Im — 81.5+(16,6 xlogINa™] x (Ag + Ac)/A=500) 4,

A
= 78+£5°C

wobei [Na™] = 0,1M ist, A, jeweils die Anzahl der Basen Adenin (A),
Cytosin (C), Guanin (G) oder Tymidin (T)und A = A4 + Ac + Ag + At
die Summe aller Anzahlen der Basen angibt

> Wenn moglich, wird pro Sequenz alle 250 Basen ein geeignetes 70mer

angeboten
> Automatische Entfernung von polyA-/polyT-Sequenzen
> Mindestabstand vom 5’- und 3’-Ende: 50 Basen
> Maximal zuldssige Ubereinstimmung zu anderen Sequenzen: 75 %

> Maximale Anzahl benachbarter Basen wie bei einem anderem Gen: 14-
18 Nukleotide, wobei die maximal zuldssige Gesamtiibereinstimmung
der Sequenzen nicht grofier als 70 % sein darf und zwischen identischen

Teilsequenzen mindestens 9 Nukleotide Abstand sein miissen

> Grofiter Stamm mit Haarnadelstruktur: 8 Basen

Die endgiiltige Auswahl der anhand dieser Kriterien vorgeschlagenen mogli-
chen Sequenzabschnitte erfolgte per Hand. Soweit moglich wurden Oligo-
nukleotide ausgewdhlt, die alle Filterkriterien erfiillten. Konnten nicht alle
Kriterien eingehalten werden, wurden Sequenzen bevorzugt, die Unique-
ness zeigten bzw. sich eher im Bereich des 3’-Endes des Gens befinden
(bevorzugter Abstand 200 bp). Schmelztemperatur und Bildung von Haarna-

delstrukturen wurden erst in zweiter Prioritdt beriicksichtigt.

Fiir insgesamt 74 der 206 gedruckten Olignukleotide konnte kein eindeutiger
Oligonukleotid-Status nachgewiesen werden (darunter 16 cDNA-Klone). In
vielen Féllen handelt es sich dabei um Mitglieder grofierer Genfamilien,
weshalb hier keine eindeutigen Sequenzabschnitte im Genom identifiziert
werden konnten. Die Oligonukleotide wurden durchnummeriert und es
wurde ihnen ein interner Identifikationsname zugeordnet. Dieser Reporter

Name ,R:” setzt sich aus der Beschreibung des Gensets ,McBiSet2” und der
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Nummer (1-206) zusammen. Eine vollstindige Liste der Sequenzen befindet

sich im Anhang
3.2.2  Gen-Ontologie

Als Grundlage fiir eine funktionelle Einordnung der Gene werden diese
zundchst anhand von bestehenden Ontologien Klassen zugeordnet. Hier-
fiir wurden alle GenBank-Accession-Nummern mit dem PANTHER(Protein
Analysis Through Evolutionary Relationships)-Index (Thomas et al., 2003) und
dem GeneOntology-Datenset (Ashburner et al.,, 2000), zwei sich ergan-
zende Ontologien die speziesunabhidngig molekulare Funktionen, asso-
ziierte biologische Prozesse und Wirkorte (Zellkomponenten) moglicher
Genprodukte beschreiben, abgeglichen. Die Annotation (Zuordnung) von
Genen erfolgt literaturgestiitzt bzw. anhand von Homologien. Da die di-
rekte Eingabe von GenBank-Accession-Nummern in GeneOntology nicht
moglich ist, wurde fiir die Erstellung einer GO-Mapping-Datei, wie sie
zur Verwendung in der Clustersoftware Genesis (siehe und
notwendig ist, die SOURCE Batch Search Funktion benutzt (URL: http:
//smd.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceBatchSearch; letzter Zugriff:
Februar 2009). Der Zugriff aus dem Programm Genesis erfolgt auf eine
lokal hinterlegte GO-Datenbank mit dem Stand von Oktober 2007.

Fiir die Suche in der PANTHER-Datenbank konnen die Accessions direkt auf
der Internetseite (URL: http://www.pantherdb.org/genes/batchIdSearch,
jsp; letzter Zugriff: Februar 2009) eingegeben werden. Die Ergebnisse die-

ser Datenbankvergleiche sind beispielhaft fiir die biologischen Prozesse im
Anhang [A .3 wiedergegeben.

3.3 LABORMATERIAL
3.3.1 Losungen und Puffer

Fiir die Herstellung der Losungen wird, wenn nicht anders angegeben, deio-
nisiertes Wasser verwendet. Die Abkiirzung RT steht fiir Raumtemperatur.
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Losung

Verwendung

Zusammensetzung

Lysepuffer

RNA-Isolierung

14,3 M $-Mercaptoethanol 10 ul in
1 ml RLT-Puffer

Erststrang-Puffer (5x, Invitrogen)

cDNA-Synthese

250 mM Tris-HCI, pH 8,3
(RT)/375 mM KC1/15 mM MgCl,

Stopp-Losung cDNA-Synthese 0,5M NaOH/50 mM EDTA
Neutralisierungslosung cDNA-Synthese 1 M Tris-HCl, pH 7,5
Stopp-Losung Ligation (Farbstoffdendrimere) 0,5 M EDTA, pH 8,0

TE-Puffer (1x)

Ligation (Farbstoffdendrimere)

10 mM Tris-HCL, pH 8,0/1 mM EDTA

Sptilpuffer 1 (250 ml)

Mikroarray Prozessierung

0,1 % Triton X-100 15 Minuten bei
80 °C losen, danach auf RT abkiihlen

lassen

Sptilpuffer 2 (500 ml)

Mikroarray Prozessierung

1 mM HCI (aus 32 % HCI)

Sptilpuffer 3 (250 ml)

Mikroarray Prozessierung

100 mM KCl (aus 1 M KCl)

Blockingpuffer (1x)

Mikroarray Prozessierung

15 ml HyO + 4,7 ul 32 % HCl auf 50 °C
vorwarmen

5 Minuten vor Gebrauch 5 ml 4x
Blocking Losung (Nexterion Block E
Solution) hinzugeben

20x SSC Hybridisierung 0,3 M tri-Natriumcitrat/3 M
Natriumchlorid
Waschpuffer 0 (100 ml) c¢DNA Hybridisierung 2x SSC
Waschpuffer 1 (500 ml) c¢DNA Hybridisierung 2x SSC/0,2 % SDS (42 °C)
Waschpuffer 2 (500 ml) cDNA Hybridisierung 0,2x SSC/0,1 % SDS (RT)
(

Waschpuffer 3 (500 ml)

cDNA Hybridisierung

0,2x SSC (RT)

Waschpuffer 4 (250 ml)

c¢DNA Hybridisierung

0,05x SSC (21 °C)

Waschpuffer I (500 ml)

Hybridisierung 3SDNA

2x SSC/0,2 % SDS (65 °C)

Waschpuffer II (250 ml)

Hybridisierung 3DNA

2x SSC (RT)

Waschpuffer III (250 ml)

Hybridisierung 3SDNA

0,2x SSC

3.3.2 Chemikalien/Sonstiges

Chemikalie Hersteller

B-Mercaptoethanol Merck

Ethanol Rotipuran > 99,8 %, p.a. Roth

fliissiger Stickstoff Linde

HCI (32 %) Merck

Nexterion Block E Solution (Blocking Losung) Peglab

RNase-ZAP Sigma

SDS Merck

Triton X-100 Sigma

NaOH Chemikalienlager, Uni Bielefeld
HCl Chemikalienlager, Uni Bielefeld
EDTA Sigma

Tris MP Biomedicals

Lachs-Sperma DNA 5 ng/ul

Amersham Biosciences

Universal Human Referenz-RNA

Stratagene
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3.3.3 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
Autoklavierbare Entsorgungsbeutel Roth
Filterspitzen (10 w1, 100 w1, 1000 pl) Biozym
LifterSlips, Deckglaser (24x60 mm) mit Abstandhalter =~ Nunc

(0,05 mm)

PP-Tube 14 ml steril (,,BlueCap”)

Greiner Bio-one

PP-Tube 50 ml steril (,,Greiner Rohrchen”)

Greiner Bio-one

Reaktionsgefafie 3810X

Eppendorf

Ribolyser-Tubes (Fast Protein Blue)

Bio 101 Systems, QBioGene

Hybridisierungskammer

Biologie Werkstatt, Universitét Bielefeld

Pipette 2 ul Eppendorf

Pipetten (10 ul, 100 ul, 1000 ul) BioHit

Kryostifte Nalge Nunc International
-80 °C Kiihlblock (Quick Freeze) Roth

Morser, Pistill, Pinzette, Mikrospatel

Chemiekalienlager, Universitat Bielefeld

3.34 Enzyme
Enzym Hersteller
RNase-free DNasel [1500 Kunitz unit Qiagen
RNase-out [40 U/ ul] Invitrogen

BioScript [200 U/ ul]

Bioline, Invitrogen

Terminal Deoxinucleotidyl Transferase (TdT) Genisphere
T4 DNA Ligase Genisphere
3.3.5 Real-Time-PCR-Primer

Primerpaar Contig Produktgrofie  Hersteller
RT? PCR-Primer-Set fiir ERBB2 Human NM_004448 185 bp Biomol
RT? PCR-Primer-Set fiir ESR1 Human NM_000125 162 bp Biomol
RT? PCR-Primer-Set fiir PGR Human NM_000926 105 bp Biomol
RT? PCR-Primer-Set fiir RPL7 Human NM_000971 106 bp Biomol
RT? PCR-Primer-Set fiir HMBS Human NM_000190 102 bp Biomol

3 Eine Kunitz unit bezeichnet die Menge an DNasel, die einen Anstieg von 0,0001 pro Minute
pro Milliliter polymerisierter DNA-Losung bei 25 °C in A260 bewirkt (Kunitz, 1950)
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3.3.6 Komplett-Systeme (Kits)

Kit Hersteller
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit Qiagen
MinElute Cleanup Kit Qiagen
3DNA Array 900MPX Kit (Cy3/Cyb5) Genisphere (Implen)
MinElute PCR Purification Kit Qiagen
RNA 6000 Nano/Pico LabChip Kit Agilent
SensiMix One-Step Kit Quantace

3.3.7 Geriite
Gerit Hersteller
Bioanalyzer 2001 Agilent Technologies
Heizblock Thermomixer Comfort Eppendorf
Heizblock Bioer Biogen
Hybridisierungsschrank HB-1D Techne
NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer Peglab
Ribolyser Fast Prep FP120 Qbiogene
Scanner LS-Reloaded Tecan

Spotter MicroGrid II 610

Genomic Solutions (Biorobotics)

Vakuumrotationsverdampfer (Speed-Vac) SPD 111V Savant
Waage CP153 Sartorius
Wasserbad TE-10D Tempunit Techne
Zentrifuge 5417 R Eppendorf
Zentrifuge Multifuge 3L-R Heraeus
Opticon Bio-Rad
3.3.8 Software
Programm Hersteller

EMMA 2.8, ArrayLIMS
http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/groups/
brf/software/

Michael Dondrup, Bioninformatics Research Facility,
CeBiTec Universitat Bielefeld

" Genesis 1.7.2

Alexander Sturn, Technische Universitdt Graz

Imagene® 6.0 BioDiscovery
SPSS fiir Windows 16.0 SPSS Inc.
Excel 2002 Microsoft®
Access 2002 Microsoft®

34 METHODEN

Ziel der in dieser Arbeit verwendeten Methoden ist die Bestimmung des

Expressionsstatus ausgewdhlter Gene in Brusttumoren. Dies geschieht jeweils
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durch die Analyse der RNA aus Tumorzellen im Vergleich zu einer Referenz-
RNA.

Vorrangig wurden die Genexpressionsanalysen mittels Mikroarraytechnik
durchgefiihrt. Zusétzlich wurde, wenn ausreichend RNA fiir mehrfach Ana-
lysen gewonnen werden konnte, fiir ausgewdhlte Gene eine Real-Time-PCR
durchgefiihrt. Eine kurze Beschreibung der Methoden, der generelle Ablauf
der Experimente und die einzelnen Schritte vom Aufschluss der Tumorzellen

bis zur Auswertung der gewonnenen Daten werden im Folgenden dargestellt.

3.41 Gesamt-RNA-Isolierung

Zunichst wurden alle Tumorproben vor der weiteren Verwendung gewogen.
Das Leergewicht der Kryorohrchen wurde vorher bestimmt und auf den
Roéhrchen vermerkt.

Die Isolierung der RNA erfolgt mit dem Rneasy Fibrous Tissue Mini Kit
von Qiagen. Hierbei wird Gesamt-RNA gewonnen. Da Molekiile >200 Nu-
kleotiden isoliert werden, kommt es zu einer Anreicherung der kodierenden
mRINA, die kleineren nicht-kodierenden RNAs (tRNA, rRNAS etc.) werden
nicht aufgereinigt.

Der Zellaufschluss erfolgt mechanisch. Das Vorgehen unterscheidet sich hier
tiir OP-Proben und Biopsien: Biopsien werden mit Hilfe eines vorgekiihlten
Pistills im Kryordhrchen in einem -80°-Kiihlblock zerkleinert und mit Spa-
tel in vorgekiihlte Ribolyser-Tubes mit je 500 ul Lysepuffer tiberfiihrt. Die
meist grofleren OP-Proben werden in einen Plastikbeutel transferiert und
auf einem gekiihlten Metallblock mittels eines Hammers rasch zertriimmert.
Die zerkleinerten Tumorstiicke werden anschlieffend in einen mit fliissigem
Stickstoff gefiillten Morser gegeben, ggf. weiter zerkleinert und von dort mit
Hilfe eines Spatels in die vorbereiteten Ribolyser-Tubes {iberfiihrt.

Das weitere Vorgehen ist fiir alle Tumorproben identisch: Die Zellen werden
im Ribolyser bei einer Geschwindigkeit von 6,5 m/s je viermal fiir 30 Se-
kunden lysiert und nach jedem Disruptionsschritt drei Minuten lang auf Eis
gekiihlt. Nach der Zelllyse und Homogenisation werden die Ribolyser-Tubes
bei 10.000 g und 4 °C drei Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wird
vollstandig in Eppendorf-Reaktionsgefafie (1,5 ml) tiberfiihrt und erneut
drei Minuten zentrifugiert. Der resultierende Uberstand (ca. 300 ul) wird
in eine zweite Serie Reaktionsgefdfie iiberfiihrt und in 2-fachen Volumen
Rnase-freiem Wasser aufgenommen. Anschliefiend erfolgt ein Protein-Verdau
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durch Zugabe von 10 ul Proteinase K bei 55 °C fiir 10 Minuten. Danach
wird 3 Minuten bei 8.000 g und 19 °C zentrifugiert und der Uberstand in
neue Eppendorf-Gefifie pipettiert, bevor die Aufreinigung iiber MinElute
Saulen (MinElute Cleanup Kit, Qiagen) erfolgt. Zunichst wird der Probe 0,5x
Volumen Ethanol zugegeben und so die RNA an die Silika-Gel-Matrix der
Saule gebunden. Alle weiteren Waschschritte und der DNase-Verdau erfolgen
nach dem Rneasy Fibrous Tissue Mini Kit Protokoll (Qiagen Handbuch Nov.
2006). Die Gesamt-RNA wird in 15 ul Rnase-freiem Wasser eluiert und bei
-80 °C eingefroren.

3.4.2 RNA Konzentrations- und Qualititsbestimmung

Qualitatskontrolle und Quantifizierung der Gesamt-RINA erfolgen mittels
ND-1000 NanoDrop Spektrophotometer (Peqlab) und Bioanalyzer 2001 (Agi-
lent Technologies). Zur Durchfithrung der Messungen wird jeweils nur 1 u/
Probe benotigt, es wird nach Herstellerangaben vorgegangen.

Das NanoDrop Spektrophotometer dient zur Konzentrationsbestimmung
bis zu 3.000 ng/ul. Zudem wird die Reinheit der RNA als 260/230- und
260/280-Absorptionsverhiltnis angezeigt. Eine Gesamt-RNA Probe von ho-
her Qualitdt weist ein 260/230-Verhéltnis von >1,8 auf (keine bzw. nur geringe
Verunreinigung mit organischen Komponenten). Ein 260/280-Verhéltnis von
ca. 2,0 zeigt an, dass die Nukleinsdureprobe weitestgehend frei von Proteinen
ist.

Der Bioanalyzer ermoglicht zusétzlich die gelelektrophoretische Auftrennung
der Gesamt-RNA im Chip-Format. Das RNA 6000 Nano LabChip®) Kit ist
fir RNA-Konzentrationsgehalte von 25-500 ng/ul geeignet und das RNA
6000 Pico Kit fiir Konzentrationen von 50-5.000 pg/ul. Neben der Konzen-
trationsbestimmung wird die Integritdt der Gesamt-RNA bestimmt (RNA
Integrity Number, RIN). Die Integritdt der Gesamt-RNA wird anhand des
Ratios der ribosomalen RNA (285/18S-Verhiltnis fiir intakte RNA 2:1) sowie
unter Berticksichtigung des gesamten Elekrophoreselaufs und evtl. vorhande-
ner Degradationsprodukte bestimmt. Eine RIN von 1 zeigt degradierte RNA
an, eine RIN von 10 steht fiir Gesamt-RNA mit hervorragender Qualitét.

40



3.4.3 Mikroarrayhybridisierung

Das Prinzip der Hybridisierung beruht auf der Zusammenlagerung kom-
plementérer einzelstrangiger Nukleinsduremolekiile. Mikroarrays bestehen
aus einem Trdgermaterial auf dem fiir ein bestimmtes Gen représentative
Sequenzen angeheftet sind. Durch die Bindung von DNA-Transkripten aus
dem zu untersuchenden Zellmaterial kann die Expression bestimmter Gene,
z.B. in einem Gewebe, nachgewiesen werden. Eine erfolgte Anlagerung der
Molekiile wird dabei iiber den Nachweis von in die Ziel-cDNA eingebauten
Fluoreszenzfarbstoffen gemessen. Zu den hier eingesetzten Mikroarrays siehe
Abschnitt

Von der reversen Transkription der Tumor- und Referenz-RNA bis hin zur
Fluoreszenzmarkierung mittels Farbstoff-Dendrimeren erfolgen alle Schritte
mit dem 3DNA Array 900MPX Kit von Genisphere. Notwendige Aufreini-
gungsschritte der cDNA werden mit dem MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen) durchgefiihrt. Das 3DNA Array 900MPX Kit ist insbesondere fiir
geringe Mengen oder auch zum Teil degradierte RNA geeignet.

3.4.3.1 cDNA-Synthese und Fluoreszenzmarkierung

Zunidchst wird die cDNA, an die eine spezifische Erkennungssequenz ge-
koppelt wurde, auf den Mikroarray hybridisiert. Erst in einem zweiten
Hybridisierungsschritt werden die Farbstoffmolekiile an die bereits auf dem
Array hybridisierten cDNA-Proben angelagert. Bei den Farbstoffmolekiilen
(3DNA-Molekiile) handelt es sich um Dendrimer-Komplexe, die aus ca. 850
Fluorophoren (Cy3 bzw. Cy5) pro Molekiil bestehen. Jede cDNA wird je-
weils von nur einem dieser Farbstoffkomplexe detektiert, die ausreichende
Signalintensitat wird hier nicht iiber Amplifikation der Sequenz, sondern
durch die Vielzahl der gebundenen Fluorophore erreicht. Diese Methode der
Fluoreszenzmarkierung hat den Vorteil, dass die Markierungseffizienz nicht

von der Basenzusammensetzung oder der Lange des Transkriptes abhidngt.

Die einzelnen Schritte der Methode sind nachfolgend dargestellt, soweit nicht
anders angegeben wird nach dem Protokoll zum 3DNA Array 900MPX Kit
(Genisphere Manual, April 2006) vorgegangen. Alle Waschschritte finden bei
Raumtemperatur statt, sofern nicht anders angegeben.

CDNA SYNTHESE Als Ausgangsmenge fiir die cDNA-Synthese werden
jeweils 1 ug der RNA (Tumor und Referenz) eingesetzt. Als Enzym fiir die
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reverse Transkription der RNA-Proben wird BioScript Reverse Transkriptase
verwendet. Als Primer dienen Random(Zufalls)- und Oligo-dT-Primer in
Kombination. Dies hat den Vorteil, dass die Reaktion sowohl vom PolyA-
Schwanz des 3’-Endes starten kann, als auch durch Binden der Zufalls-
Primer innerhalb der Sequenz, wodurch auch teilweise degradierte RNA

vervielfdltigt werden kann.

CDNA AUFREINIGUNG  Alle Aufreinigungsschritte der cDNA erfolgen wie
im MinElute PCR Purification Kit Protokoll (Qiagen Handbuch, Marz 2006)

angegeben.

TAILING REAKTION Mit Hilfe der Terminalen Deoxynukleotidyl Trans-
ferase (TdT) werden dTTPs an das 3’-Ende der cDNA angefiigt (Tailing). Die
TdT ist eine template-unabhidngige Polymerase, fiir die Reaktion sind keine

Primer notwendig.

HERSTELLUNG VON TAGGED CDNA In einem separaten Ligationsschritt
wird mit Hilfe eines ,Briicken-Oligonukleotids” eine spezifische Erkennungs-
sequenz an den polyT-Schwanz der cDNA gebunden (Tagged cDNA). In
diesem Schritt werden jeweils unterschiedliche Erkennungssequenzen an die
Tumor- bzw. Referenz-cDNA ligiert, so dass an diese spiter die unterschied-
lichen Farbstoffkomplexe (Cy3 oder Cy5) binden kénnen.

AUFREINIGUNG DER TAGGED CDNA  Alle Aufreinigungsschritte der mit
der Erkennungssequenz versehenen cDNA erfolgen nach dem MinElute PCR
Purification Kit Protokoll (Qiagen Handbuch, Marz 2006).

CDNA HYBRIDISIERUNG Die Proben fiir ein Experiment, jeweils aus
Referenz- und Tumor-cDNA bestehend, werden vor der Hybridisierung kom-
biniert und das Ausgangsvolumen von 20 ul im Vakuumrotationsverdampfer
auf max. 10 ul verringert. Die Hybridisierung erfolgt auf dem vorbereiteten
Nexterion Slide E MPX 16 (fiir die Mikroarray Prozessierung siehe [3.4.3.2).
Pro Experiment wird ein Volumen von 30 u! auf ein Feld des Mikroarrays auf-
getragen. Hierfiir werden die Proben mit nukleasefreiem Wasser auf 12,5 ul
aufgefiillt, 0,5 ul Lachs-Sperma DNA und 2 ul LNA dT Blocker hinzugegeben
und alles in 15 ul Hybridisierungspuffer gelost. Als Hybridisierungspuffer
wird der im 3DNA Array 900MPX Kit enthaltene formamidhaltige Puffer
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(Gefafs 7) verwendet, der auch bei relativ niedrigen Temperaturen (hier 45 °C)
eine hohe Stringenz erreicht. Unspezifische Bindungen an den Hintergrund
der Objekttrager werden durch die Zugabe der genomischen Lachs-Sperma
DNA reduziert. Nach Inkubation des Hybridisierungsmixes bei ca. 78 °C fiir
10 Minuten wird er auf den Mikroarray aufgetragen. Die einzelnen Kammern
der auf dem Objekttrager aufgebrachten Silikonstruktur werden zusatzlich
mit einem mitgelieferten Klebestreifen abgedichtet. Der Mikroarray wird
in eine speziell angefertigte, dicht verschlossene Hybridisierungskammer
tberfiihrt und bei 45 °C fiir ca. 16 Stunden (iiber Nacht) im Wasserbad

inkubiert.

WASCHSCHRITTE NACH CDNA HYBRIDISIERUNG  Nach der Inkubations-
zeit wird zunédchst der auf der Silikonstruktur klebende Dichtstreifen entfernt
und die einzelnen Kammern mit auf 45 °C vorgewdrmten 2x SSC (Waschpuf-
fer 0) vorgewaschen. Im ersten Schritt werden 70 ul der Waschldsung in jede
Kammer pippetiert. Die Losung wird abpippetiert und die Kammer sofort
wieder mit 100 ul 2xSSC befiillt. Dieser Waschschritt wird fiir jede Kammer
drei mal wiederholt. Anschlieflend wird die Silikonstruktur entfernt und der
Objekttrager ziigig in einen Waschbehalter mit 250 ml 2x SSC (Waschpuffer 1,
45 °C) tberfiihrt und kurz gespiilt. Fiir alle weiteren Waschschritte wird der
Objekttrager aufrecht in eine Halterung gestellt und wéahrend des Waschens
in jeweils 250 ml der entsprechenden Losung geschiittelt und dabei leicht

auf und ab bewegt, um Luftblasen zu vermeiden.

> Waschpuffer 1 (2x SSC, 0.2 %SDS) bei 45 °C, 5 Minuten
> Waschpuffer 2 (0,2x SSC, 0.1 %SDS), 1 Minute

> Waschpuffer 3 (0,2x SSC), 1 Minute

> Waschpuffer 3 (0,2x SSC), 1 Minute

> Waschpuffer 4 (0,05x SSC) bei 21 °C, 1 Minute

Der letzte Waschschritt ist entscheidend fiir die Spezifitat der Bindungen
auf dem Mikroarray, je hoher die Waschtemperatur und je geringer die
Konzentration der Salzlosung, desto hoher ist die Stringenz. Zuletzt wird der
Objekttrager in einer Multifuge (Heraeus) bei 1.200 U/Min fiir 3 Minuten

trocken zentrifugiert.

3DNA HYBRIDISIERUNG Die Hybridisierung der Fluoreszenzfarbstoff-
komplexe an die auf dem Array gebundene cDNA erfolgt in einem Volumen
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von 60 pul. Alle weiteren Schritte bis zur Detektion der Fluoreszenzsignale
werden im Dunkeln (ohne direkte Lichteinstrahlung) durchgefiihrt, um ein
Ausbleichen der Farbstoffe zu vermeiden. Die Vorbereitung des Hybridisie-
rungsansatzes erfolgt nach Protokollangaben. Verwendet wird wiederum der
formamidhaltige Hybridisierungspuffer (Gefafd 7). Die Hybridisierungslo-
sung wird auf den Objekttrager aufgetragen, mit einem LifterSlip abgedeckt
und der Mikroarray in die Hybridisierungskammer gelegt. Um ein Aus-
trocknen des Mikroarrays zu verhindern werden jeweils 30 ul 2x SSC in die
dafiir vorgesehenen Vertiefungen an den Enden der Hybridisierungskammer
pippetiert, bevor die verschlossene Kammer fiir 4 Stunden bei 50 °C im
Wasserbad inkubiert wird.

WASCHSCHRITTE NACH 3DNA HYBRIDISIERUNG  Zundchst wird der Lif-
terSlip in 2x SSC, 0,2 % SDS bei 65 °C vom Objekttrager gespiilt. Die weiteren
Waschschritte erfolgen, wie bereits fiir das Waschen nach der cONA Hybridi-
sierung beschrieben, unter Schiitteln in jeweils 250 ml der entsprechenden
Losung.

> Waschpuffer I (2x SSC, 0,2 % SDS) bei 65 °C, 15 Minuten

> Waschpuffer II (2x SSC), 10-15 Minuten

> Waschpuffer III (0,2x SSC), 10-15 Minuten

Vor dem Scannen des Mikroarrays wird dieser in einer Multifuge (Heraeus)
bei 1.200 U/Min fiir 3 Minuten trocken zentrifugiert.

3.4.3.2 Mikroarray Prozessierung

Um evtl. fehlende oder schlecht geprintete Spots auf dem Mikroarray zu
identifizieren wird der Objekttrager vor der Prozessierung leer, d.h. oh-
ne Hybridisierungssonden, gescannt. Damit wird eine Fehlinterpretation
dieser Spots vermieden. Ungebundene Nukleinsduremolekiile und Puffer-
riickstinde werden durch die Mikroarray Prozessierung unmittelbar vor der
Hybridisierung entfernt. Wie auch bei den Waschschritten nach der Hybri-
disierung wird der Objekttrager aufrecht in die mit Spiilpuffer gefiillten
Container gestellt und wéahrend des Waschens geschiittelt, auch hier finden
die Waschschritte, falls nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur statt:

> Spitilpuffer 1 (0,1 % Triton X-100), 5 Minuten
> Spiilpuffer 2 (1 mM HCL), 2 Minuten
> Spiilpuffer 2 (1 mM HCL), 2 Minuten
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> Spiilpuffer 3 (100 mM KCL), 10 Minuten
> deionisiertes H>,O, 1 Minute

> in vorgewdrmten 1x Blockingpuffer bei 50 °C liegend im Glascontainer
fiir 15 Minuten schiitteln

> deionisiertes H>O, 1 Minute

Objekttrager bei 1.200 U/Min. fiir 3 Minuten trocken zentrifugieren (Multifu-
ge, Heraeus).

3.4.3.3 Datengenerierung

Zur Abtastung der Fluoreszenzsignale dient der Tecan Laser Scanner Reloa-
ded. Das empfangene Signal wird als dimensionsloser Quotient in Graustufen
gemessen, die Sattigung liegt bei 65.535. Die Auflosung des Scanners betragt
10 um/Pixel. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 und Cy5 haben
Anregungswellenldngen von 532 bzw. 635 nm. Mittels automatischer Ver-
starkungsregelung des Photo Multipliers (Automatic Gain Control) werden die
Abtastintensitdten fiir die beiden Fluoreszenzfarbkanile aufeinander abge-
stimmt. Hierfiir wird zunédchst nur ein Feld des Mikroarrays (Feld A3, vgl.
Abbildung gescannt und die Intensitdten so eingestellt, dass hochstens
einzelne Spots im Sattigungsbereich liegen. AnschliefSend wird der gesam-
te Mikroarray mit den ermittelten Einstellungen abgetastet und fiir beide
Kanile jeweils ein eigenes Graustufenbild erstellt.

Das Programm ImaGene 6.0 wird zur Spot-Lokalisierung und Intensitétsbe-
stimmung von Signalen und Hintergrund auf den Mikroarrays verwendet.
Hier muss zunéchst ein Raster (Grid) erstellt und fiir die verwendeten Mi-
kroarrays angepasst werden, um die Spots zu definieren. Das Raster des
Themenarrays besteht aus 24 Spalten mal 27 Zeilen, die Segmentierung in
Signal und Hintergrund erfolgt automatisch. Die verwendeten Einstellungen
hierfiir sind eine Flexibilitdt von bis zu 5 Pixeln fiir Abweichungen des zu
detektierenden Spots vom angelegten Grid und ein Spot-Durchmesser zwi-
schen 10 und 13 Pixeln. Extrem unregelmafsige Spots (z.B. Donut-Effekt) sind
nicht zugelassen und werden, ebenso wie leere oder negative Spots wenn sie
in beiden Farbkanélen auffillig sind, markiert. Funktioniert die automatische
Erkennung nicht zuverldssig, werden Leer-Kontrollen nachtriglich per Hand
markiert.

Die Software ermoglicht es auflerdem, die einzelne Gene reprasentieren-
den Gensequenzen den entsprechenden Spots auf dem Array zuzuordnen,
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hierfiir muss eine Layout-Datei geladen werden. Anhand der beiden beim
Scannen erstellten Graustufenbilder konnen dann die Intensitdten der Signale
bestimmt werden. Angegeben werden jeweils arithmetisches Mittel, Median
und Modalwert des Signals fiir einen Spot, berechnet aus der Gesamtheit
der segmentierten Pixel. Simtliche Rohdaten und Informationen zu den
Experimenten (Beschreibung der Proben und Methoden sowie der Scan-
Einstellungen) werden in der Datenbank ArrayLIMS (Laboratory Information
Management System) abgelegt.

3.4.3.4 Vorverarbeitung der Mikroarraydaten

Vor der eigentlichen Datenanalyse (Abschnitt ist eine Vorverarbeitung
der Daten notwendig, um technische Varianzen auszugleichen. Zum einen
konnen, z.B. bedingt durch Oberflichenmerkmale des Mikroarrays, unspe-
zifische Signale entstehen, die durch einen Abgleich der Signale mit den
Hintergrundintensitiaten korrigiert werden konnen. Hierfiir wird fiir jeden
Spot die Differenz zu einem globalen Hintergrundwert, der jeweils fiir den
gesamten Mikroarray ermittelt wird, berechnet. Diese Methode ist nur dann
anzuwenden, wenn keine systematischen Abweichungen, wie z.B. Hellig-
keitsgradienten, auf dem Array existieren. Zum anderen ist es notwendig
Unterschiede zwischen den beiden Farbkanilen zu korrigieren, die z.B. durch
Konzentrationsschwankungen der cDNA oder unterschiedliche Eigenschaf-
ten der Farbstoffe, wie eine hohere Ozonsensitivitdt des Farbstoffes Cy5 (Fare
et al., 2003), auftreten konnen. Da es sich hierbei um nicht-lineare Abhédngig-
keiten handelt wird eine Lowess-Normalisierung (Locally Weighted Scatterplot
Smoothing, Cleveland und Devlin, 1988) durchgefiihrt. Hierfiir wird eine
intensitatsabhéngige Regressionsfunktion ¢ zur Korrektur berechnet und das
urspriinglich berechnete Verhiltnis der beiden Farbkanile gemafs Formel
normalisiert.

M; beschreibt das Verhidltnis der Intensititen der beiden Farbkanile
(Ch1,Ch?2) eines Spots i (differentielle Expression des entsprechenden Gens)

Ml' = log2 Chli - logz Ch21- (32)
A; gibt die mittlere Intensitdt eines Spots i an

1
A = 5 X (loga Chl; + logy, Ch2;) (3.3)
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Die Lowess-Regression verschiebt den M-Wert eines Datenpaares (M;; A;)
um die Grofle c(A;). Diese Funktion ¢ wird dabei als lokal-gewichtete lineare
Regression nach Cleveland und Devlin| (1988) ermittelt. Die Hintergrundkor-
rektur (bg) erfolgt in einem direkt integrierten Schritt:

M} = log, (Chl; — Chlyy) — loga (Ch2; — Ch2y,) —c(A;)  (34)

Grundvoraussetzung fiir eine Lowess-Normalisierung ist eine Gleichver-
teilung von hoch- und runterregulierten Genen sowie keine differentielle
Expression fiir die Mehrheit der analysierten Gene. Fiir Themenarrays ist dies
in der Regel nicht der Fall, allerdings gehen z.B. Wit und MacClure| (2004)
davon aus, dass die Verteilung der Daten grundsétzlich vernachldssigt wer-
den kann. Ein Vergleich verschiedener Normalisierungsmethoden hat zudem
fiir die hier vorliegenden Daten gezeigt, dass die Lowess-Normalisierung
die zuverlassigsten Ergebnisse liefert (siehe Abbildung[3.2). Fiir eine genaue-
re Darstellung der Normalisierungsmethoden vergleiche Diplomarbeit von
Mentz (2006).

ohne Normalisierung Median Lowess

Abbildung 3.2: Ergebnisse verschiedener Normalisierungsmethoden fiir einen Beispielda-
tensatz.

Alle Schritte der Datenvorverarbeitung wurden mit der EMMA-Software
(Dondrup et al., 2003, |2009) fiir jedes einzelne Experiment durchgefiihrt,
hierfiir wurde jeweils der Mittelwert der Intensitdten herangezogen.

3.4.4 Quantitative Real-Time-PCR

Parallel zur Mikroarrayhybridisierung wird fiir ausgewéahlte Tumorpro-
ben (siehe auch Ergebnisteil die Expression der Rezeptorgene
PGR und ESR1 sowie ERBB2 mittels quantitativer Real-Time-Polymerase-
Kettenreaktion (qQRT-PCR) bestimmt. Die Methode der qRT-PCR unterschei-
det sich von der einfachen Polymerase-Kettenreaktion durch eine parallele
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Quantifizierung der vervielféltigten Nukleinsduren, die z.B. iiber die Bin-
dung eines Fluoreszenzfarbstoffes an die doppelstrangige DNA ermoglicht
wird. Wie bei einer Standard-PCR findet die Vervielfaltigung der Sequenz
zyklenweise in drei Schritten statt: bei der Denaturierung wird zunédchst
die doppelstrangige DNA aufgeschmolzen, dann erfolgt die spezifische
Anlagerung der Primer an die DNA (Annealing) und schliefllich die Ver-
vollstindigung des DNA-Stranges durch die DNA-Polymerase (Elongation).
Die Menge an entstandenen Produkten kann nach jedem Zyklus tiber die

Zunahme der Fluoreszenz gemessen werden.

Da fiir die vorliegende Untersuchung RNA als Ausgangsmaterial vorliegt
muss zundchst eine reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgen. Fiir die
Quantifizierung wird das SensiMix One-Step Kit von Quantace verwendet,
die gesamte Reaktion findet hier in einem Ansatz statt. Nach der reversen
Transkription wird die Hot-Start-Tag-DNA-Polymerase aktiviert und anschlie-
end laufen mehrere Zyklen bestehend aus den drei Schritten Denaturierung,
Annealing und Elongation ab. Die Markierung der PCR-Produkte erfolgt
durch die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes Sybr® Green. Die verwen-
deten Primerpaare fiir den Nachweis der Hormonrezeptoren sowie zweier
ubiquitdr exprimierten Gene zur Normalisierung (siehe Vorverarbeitung der
qRT-PCR-Daten) stammen von der Firma Biomol (siehe Tabelle unter .
Die Reaktionstemperaturen werden an die Schmelztemperatur der Primer
und das Temperaturoptimum der verwendeten DNA-Polymerase angepasst.
Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes sowie Zyklenzahl und Ablauf
des PCR-Programms sind nachfolgender Auflistung zu entnehmen:

Reaktionsansatz (je 25 pl): qRT-PCR-Programm:

2x SensiMix One-Step 12,5 ul Reverse Transkription 50 °C, 30 min.
50x SYBR Green Losung 0,5 ul Enzymaktivierung 95 °C, 15 min.
RNase Inhibitor (10 U/ ul) 0,5 ul 40 Zyklen mit:

Primerpaar (je 10 uM) 1 ul Denaturierung 95 °C, 20 sek.
RNA Probe (200 ng) mit H,O 10,5 ul Annealing 55 °C, 30 sek.

Elongation 72 °C, 30 sek.

Die Reaktionen finden in einem Opticon Thermocycler statt, die Fluoreszenz-
messung erfolgt dabei nach jedem Zyklus.

Zusétzlich wird nach der Amplifikation noch eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt, so konnen die Fragmentlangen bestimmt und damit spezifische

PCR-Produkte von unspezifischen wie z.B. Primer-Dimeren, unterschieden
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werden. Hierfiir wird die Schmelztemperatur der doppelstrangigen DNA in
einem Intervall von 55 °C bis 90 °C durch Freisetzung von Sybr® Green und
damit einer Abnahme der Fluoreszenz gemessen (1 °C Intervalle, halten der

Temperatur fiir je 10 Sek.).

Nach Beendigung des Programms wird eine Temperatur von 10 °C gehalten.

3.44.1 Vorverarbeitung der gRT-PCR-Daten

Die Messung der Real-Time-PCR liefert fiir jede Reaktion einen Ct-Wert
(Cycle Threshold = Schwellenwert-Zyklus). Dieser Wert beschreibt den Zyklus,
in dem die Fluoreszenz erstmals signifikant tiber den Hintergrund ansteigt
(exponentielle Phase der Kettenreaktion). Da es sich um eine log-lineare
Funktion handelt (der Ct ist umgekehrt proportional zum Logarithmus
der Kopienzahl), sollte eine statistische Darstellung auf Basis der Rohdaten
vermieden werden (Livak, 2001). Es muss zumindest immer eine lineare

Umformung erfolgen, z.B. eine Umformung der Art 2™.

Ebenso wie bei der Mikroarrayanalyse wird hier die Genexpression relativ
quantifiziert. Mittels 2~2A“-Methode wird die n-fache Expression von Expe-
riment (Tumorprobe) zu Referenz (Zelllinien) bestimmt. Bei dieser Methode
wird fiir jede Probe von einer gleichen, optimalen Effizienz (100 %) der Am-
plifikationsreaktion ausgegangen, also von einer Verdopplung des Produktes
in jedem Zyklus (Livak] 2001). In einem ersten Schritt werden Varianzen
durch Normalisierung mittels Referenzgenen, z.B. ubiquitdr exprimierten
Haushaltsgenen (Huggett et al., 2005) ausgeglichen. In dieser Arbeit wurden
die Hydroxymethylbilane-Synthase (HMBS; |Vandesompele et al., 2002; Szabo
et al., 2004) und das Gen des ribosomalen Proteins L7 (RPL7; [Hsiao et al.,
2001) herangezogen.

Berechnet wird die Differenz der Schwellenwert-Zyklen Ct fiir ein unter-
suchtes Gen t zu einem Haushaltsgen 4 in einer Probe (ACt). Dies wird fiir
Experiment und Referenz durchgefiihrt und so der AACt-Wert fiir ein Gen ¢
ermittelt (sieche Formel [3.5).

AACty = (Ctt - Cth)Experiment - (Ctt - Cth)Referenz (3-5)
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3.4.5 Datenanalyse
3.4.5.1 Differentielle Genexpression

Zur Uberpriifung der differentiellen Expression eines Gens aus Tumorgewebe
im Vergleich zur Referenz wird das Signifikanzniveau mittels t-Teststatistik
bestimmt. Es wird berechnet, wie wahrscheinlich es ist, dass die beobachteten
Unterschiede der Expression zuféllig auftreten. Hier wird als ein Verfahren
zur statistischen Hypothesenpriifung der Student’s t-Test verwendet, es han-
delt sich dabei um einen parametrischen Test der eine Normalverteilung
der Daten voraussetzt. Es wird gepriift, ob die Mittelwerte zweier Stichpro-
ben signifikant verschieden sind, d.h. die Nullhypothese Hy, dass es kein
Unterschied zwischen den Stichproben gibt, abgelehnt werden kann. Der
berechnete p-Wert gibt an, mit welcher Irrtumswahrscheinlichkeit die Null-
hypothese verworfen werden kann. Je kleiner dieser Wert, desto hoher das
Konfidenzlevel. In der Regel betrachtet man Konfidenzlevel von 95 % (bzw.
99 %) als (hoch) signifikant. Als Mafie fiir die Streuung der Variablen um
ihren (arithmetischen) Mittelwert werden Standardabweichung und Varianz
(Quadrat der Standardabweichung) eingesetzt. Mit Hilfe des Konfidenzin-
tervalls kann auflerdem auf Basis der Stichprobe abgeschitzt werden, wie
gut der angegebene Mittelwert die Daten représentiert. Berechnet wird der
Wertebereich, in dem sich der tatsdachliche Mittelwert mit einer bestimm-
ten Wahrscheinlichkeit (z.B. 95 %) befindet. Der t-Test nach Student ist in
der EMMA-Software (Dondrup et al| 2003) implementiert. Dort konnen
die Mikroarray-Genexpressionsdaten direkt ausgewertet und die Ergebnisse

exportiert werden.

Betrachtet man die Expression eines Gens iiber alle Tumorproben kann hdufig
nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden. Eine gute
Moglichkeit, um die Verteilung der Expressionsdaten zu visualisieren, bieten
Box-Plots (Box-and-Whisker-Plots). Hierfiir werden Minimum, unteres Quartil
(25 %-Percentil), Median (50 %), oberes Quartil (75 %) und Maximum der
Messwerte berechnet. Die zentrale Box, in der sich die Hélfte aller Messwerte
befinden, ergibt sich durch den Abstand der Quartile und beinhaltet den mit
einer Linie markierten Median. Die Whiskers erstrecken sich von den Grenzen
dieser Box aus zum Minimum und Maximum, Extremwerte (AusreifSer) der
Messwerte konnen zusétzlich als separate Punkte dargestellt werden. Ausrei-
Ber sind dabei definiert als Messwerte, die aufSerhalb des anderthalbfachen
Interquartilsabstand (Differenz zwischen dem 25 %- und 75 %-Percentil) vom
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oberen oder unteren Quartil entfernt liegen. Dieser Interquartilsabstand kann,
vergleichbar zur Standardabweichung als Streuungsmafs normalverteilter
Variablen, auch als Maf fiir die Streuung der Messpunkte berechnet wer-
den. Der Vorteil der Methode liegt in der Robustheit gegeniiber AusreifSern.
Box-Plots wurden mit der Statistik-Software SPSS erstellt.

3.45.2 Identifizierung von Clustern

Eine einfache Form der grafischen Darstellung von Mikroarraydaten ist die
Heat Map. Die Daten werden als zweidimensionale Karte mit Hilfe von
farblich markierten Boxen dargestellt. In der Regel reprasentieren die Spalten
dieser Karte Experimente und die Zeilen einzelne Gene. Gene die in einer
Probe runterreguliert sind werden hier griin, hoch regulierte Gene rot dar-
gestellt. Die Farbintensitat gibt Aufschluss tiber die Starke der Expression.
Nicht-regulierte Gene erscheinen schwarz. Diese Art der Reprédsentation von
Expressionsdaten gibt einen ersten visuellen Eindruck der Ergebnisse. Darauf
aufbauend ist die Identifizierung von Ahnlichkeiten in Genexpressionsmus-
tern und daraus resultierende Gruppierungen von Genen und Experimenten

eine grundlegende Strategie bei der Auswertung von Mikroarraydaten.

Als uniiberwachtes Lernverfahren wurde hier das hierarchische Clustern
eingesetzt. Es beruht darauf, den Abstand (die Ahnlichkeit) zwischen Grup-
pen von Datenpunkten zu berechnen. Als Ergebnis erhélt man ein Dendro-
gramm (Cluster-Baum), in dem Gene (oder Proben) mit &hnlichen Expres-
sionsmustern rdumlich ndher beieinander positioniert und verbunden sind.
Haufig verwendete Distanz- bzw. Ahnlichkeitsmafle zur Bestimmung des
Abstandes zwischen zwei Punkten sind der euklidische Abstand und die
Pearson Korrelation. Pearson berticksichtigt dhnliche Trends in den Daten, un-
abhingig von der Ausprdagung der Messwerte. Mit der euklidischen Distanz
werden hingegen Daten mit dhnlichen absoluten Werten zusammengefasst.
Bei dem am hdufigsten eingesetzten agglomerativen Verfahren oder auch
Bottom-up Ansatz wird zunichst jedes einzelne Objekt als Cluster aufgefasst
und die entstehenden neuen Cluster immer weiter zu groieren Gruppen
zusammengefasst. Die Zusammenfiihrung der einzelnen beobachteten dhnli-
chen Gruppen erfolgt hier anhand des Mittelwerts der paarweisen Distanzen
(Average Linkage) zweier Cluster. Die hier dargestellten Clusterverfahren
wurden mit dem Programm Genesis (Sturn et al 2002) durchgefiihrt.
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3.4.5.3 Korrelationsanalysen

Um die Beziehung zwischen klinischen Parametern und den Ergebnissen
der Genexpressionanalysen ndher zu untersuchen wird ihre Korrelation
bestimmt. Dabei muss berticksichtigt werden, dass die zu untersuchenden
Daten unterschiedliches Skalenniveau haben. Einerseits liegen z.B. aus den
Expressionsanalysen intervallskalierte Daten vor, andererseits sind ein grofser
Teil der klinischen Daten ordinalskaliert. Grundsétzlich ist zu beachten, dass
eine beobachtete Korrelation von Variablen nicht direkt kausal interpretiert
werden darf. Fiir Korrelationsanalysen zwischen ordinalskalierten Daten
(z.B. klinischen Parametern) wird die Rangkorrelation nach Spearman (p)
verwendet. Sie liefert hier ein robustes Mafs, welches auch bei kleineren
Stichproben angewandt werden kann. Die Werte fiir p liegen zwischen +1
(positive Korrelation) und —1 (negative Korrelation), ein p von 0 zeigt, dass
die Daten unkorreliert sind. Auch hier kann die Signifikanz berechnet wer-
den, der p-Wert gibt an, ob sich der beobachtete Wert fiir p signifikant von
0 unterscheidet, d.h. ob eine signifikante Korrelation vorliegt. Aquivalent
wird fiir Vergleiche von Daten mit ungleichen Skalen (z.B. Genexpressionsda-
ten mit klinischen Parametern) das universellere T nach Kendall berechnet.
Zusammenhdnge zwischen rein intervallskalierten Daten (z.B. Genexpressi-
onsdaten) konnen mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson bestimmt

werden. Fiir die Korrelationsbestimmungen wird SPSS verwendet.

Der Normalized Tree Index (NTI) bietet im Vergleich zu den bisher genann-
ten Methoden der Korrelationsanalyse den Vorteil, dass Genexpressionsdaten
in ihrer Gesamtheit erfasst werden konnen. Der NTI wurde an der Tech-
nischen Fakultdt der Universitat Bielefeld von Christian Martin entwickelt
(Publikation eingereicht bei | Biomed Inform) und ist eine Erweiterung des
Tree Index (Martin et al., [2000). Der NTI detektiert Korrelationen zwischen
externen Kennzeichen (z.B. klinischen Daten) und bereits geclusterten Mi-
kroarraydaten. Hierfiir wird zunéchst mittels agglomerativem hierarchischem
Clustern ein Cluster-Baum erstellt und dieser in einem zweiten Schritt durch
den NTI evaluiert. Fiir jede klinische Variable wird ihre Korrelation zum
Genexpressionsprofil gemessen. Ein NTI von 0 zeigt, dass die Daten unkorre-
liert sind, ein NTI von 1 bedeutet eine vollstindige positive Korrelation, der
p-Wert gibt die Signifikanz der beobachteten Abhédngigkeit an.
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ERGEBNISSE

Der Ergebnisteil dieser Arbeit beinhaltet auf Basis von Literaturrecherchen
gewonnene sowie experimentell ermittelte Daten. Zunichst folgt die Er-
lauterung und Charakterisierung des zugrunde liegenden Materials des
hergestellten Brustkrebs-Themenarrays (Abschnitt und sowie der
in die Studie eingeschlossenen Patientinnen und ihrer Tumoren (#.2). Dies
dient als Grundlage fiir die spatere Einordnung der experimentellen Daten.
AnschliefSend wird kurz auf die aus der Aufarbeitung des Tumormaterials
resultierende Ergebnisse eingegangen (Abschnitt [4.3), um dann im Hauptteil
die Genexpressionsdaten aus Mikroarrayhybridisierung und Polymerase-
Kettenreaktion im Kontext auszuwerten (ab [4.4).

41 ERSTELLUNG DES THEMENARRAYS

Der in dieser Arbeit verwendete Mikroarray (Brustkrebs-Themenarray) wur-
de auf Basis einer Literaturrecherche zusammengestellt. Die auf dem zu-
néchst 108 Oligonukleotide umfassenden Mikroarray reprasentierten Gene
wurden in publizierten Genexpressionsstudien als brustkrebsrelevant iden-
tifiziert oder sind an Stoffwechselwegen beteiligt, die fiir Tumorentstehung
und Tumorwachstum bzw. Metastasierung von Bedeutung sind (siehe hierzu
Kapitel [2.4).

Nach einem Pre-TestE| mit Tumorproben aus OP, der im Rahmen einer Diplom-
arbeit durchgefiihrt wurde (Mentz, 2006), wurde der Brustkrebs-Themenarray
auf insgesamt 163 Gene und um zuséitzliche Kontrollelemente (siehe auch
Kapitel erweitert. Auf dieses erweiterte Bielefelder Mammakarzinom-

Genset wird hier als ,McBiSet2” Bezug genommen.

Dieser Pre-Test diente der Entwicklung und Optimierung der Hybridisierungsmethoden
sowie einer ersten Evaluation des Mikroarrays und der Datenvorverarbeitung.
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Die detaillierten Ergebnisse der Literaturrecherche und die daraus resultie-
rende Auswahl der Gene werden nachfolgend dargestellt und beispielhaft
erlautert. Alle hier aufgefiihrten Gene sind durch 70mer-Oligonukleotide auf

dem Themenarray reprasentiert.

41.1 Die 70-Gen-Signatur von van’t Veer et al.

Die Grundlage des Themenarrays bildet die 70-Gen-Signatur aus einer Studie
von [van’t Veer et al.|(2002). Die Amsterdamer Gruppe identifizierte anhand
eines 60mer-Oligonukleotid-Mikroarrays ein Set prognostisch relevanter Mar-
kergene zur Unterscheidung von Patientinnen mit schlechter oder guter
Prognose anhand des rezidivfreien 5-Jahres-Uberlebens.

68 Gene bzw. ESTs (Expressed Sequence Tngs) dieser Signatur wurden in die
Auswahl tibernommen. Von diesen 68 Genen sind 19 Klone aus der cDNA-
Bibliothek von Ewing und Green| (2000). Die entsprechenden Oligonukleotide
wurden jeweils in beiden Orientierungen auf den Themenarray gedruckt,
da nicht eindeutig war, ob die vorliegenden Sequenzen dem kodierenden
Sense-Strang entsprechen. Zwar wurden alle Sequenzen, die in Orientierung
des komplementdren Anti-Sense-Strangs vorhergesagt wurden, zunéachst
umgeschrieben, allerdings lagen zu diesem Zeitpunkt nur liickenhafte Se-
quenzinformationen vor, und die Vorhersage mit der von Ewing und Green
(2000, Zusatzmaterial) angewandten Methode ermdoglichte nur eine Genauig-
keit von ca. 90 %.

Unter den restlichen 49 Genen befinden sich nur wenige Gene, die auch in
anderen klinischen Studien auffillig wurden (van’t Veer et al., [2002). Funk-
tionell interessant sind hier z.B. Gene der Zellzyklusregulation (Cyclin E2,
PRC1, KNTC2) und Zellproliferation (VEGFA, FLT1, ESM1), einzelne Metal-
loproteinasen (MMP9) sowie weitere in Protein Metabolismus und Transport
(PITRM1, EXOC7, RAB6B) involvierte Gene. Fiir zwolf der von van’t Veer
und Mitarbeitern identifizierten Gene ist in den giangigen Ontologien keine
Funktion bekannt (siehe Abschnitt §.2.2).

Zwei Gene der 70-Gen-Signatur wurden auf dem Themenarray nicht bertick-
sichtigt. Dabei handelt es sich um das Gen HCA64, da es mit einem bereits
vorhandenen Gen (PECI) iibereinstimmte, und eine Transkriptvariante von
IGFBP5, da es sich um veraltete Sequenzinformation handelte. Eine voll-
standige Ubersicht iiber alle auf dem Array reprasentierten Gene des van't
Veer-Sets ist dem Anhang[A 2| zu entnehmen.
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4.1.2 Weitere brustkrebsassoziierte Gene

Das in Abschnitt 4.1.T|beschriebene Grundset wurde fiir das auf dem The-
menarray reprasentierte McBiSet2-Genset um weitere funktionell mit Brust-
krebs assoziierte Gene ergdanzt (vgl. hierzu auch Kapitel 2.4{ der Einleitung).
Besonders berticksichtigt wurden dabei Gene des Lipid- und Hormonstoff-
wechsels (Abschnitt [4.1.2.1), Angiogenese- und Apoptosefaktoren
sowie weitere Gene der Zellzyklusregulation (4.1.2.2). Die Genfamilie der
ABC-Transporter, deren Mitglieder als Membranproteine aktiv Stoffe aus der
Zelle transportieren konnen und daher bei Chemotherapieresistenzen eine
Rolle spielen, sind ebenso durch Vertreter auf dem Array reprasentiert wie
Zelladhisions- und extrazelluldre Matrix-Proteine (Abschnitt 4.1.2.4), die fiir
Tumorwachstum und Metastasierung von Bedeutung sind. Die folgenden
Abschnitte geben einen kurzen Uberblick iiber die verwendeten Quellen und
nennen explizit die ausgewéhlten Gene (siehe auch Anhang][A.3).

4.1.2.1 Lipid-/Hormonstoffwechsel

Der hormonelle Status hat einen grofien Einfluss auf die Brustkrebserkran-
kung. Steroidhormone spielen bei der Tumorentwicklung und -progression
eine wichtige Rolle. Ein negativer Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus
geht mit einer schlechteren Prognose fiir den Krankheitsverlauf einher (Os+
borne, |1998). Die dstrogenrezeptorkodierenden Gene ESR1 und ESR2 sowie
das fiir den Progesteronrezeptor kodierende PGR sind auf dem Themenarray
vorhanden. Yoshimura et al| (2004) konnten fiir verschiedene Enzyme der
Ostradiol-Synthese auf mRNA-Ebene Expressionsunterschiede aufzeigen
und einen Zusammenhang zu den krankheitsfreien Uberlebensjahren und
weiteren klinischen Parametern nachweisen. In weiteren Analysen von Kris+
tensen et al. (2005) wurde ebenfalls die Expression verschiedener Gene des
Ostradiol-Stoffwechsels und zugehéoriger Signalkaskaden untersucht, und
eine Klassifizierung erarbeitet, die {iber die Unterscheidung von 6strogenre-
zeptornegativen und -positiven Tumoren hinaus geht. Zu den auf dem The-
menarray reprasentierten Genen aus diesen Studien gehoren unter anderem
verschiedene Vertreter der Zytochrom-P450-Familie und 173-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen (HSD17B1, HSD17B2). Auch Monooxygenasen, die Reak-
tionen bei der Synthese von Cholesterol, Steroiden und anderen Lipiden
katalysieren, wurden dem Genset hinzugefiigt.
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Da eine gesteigerte Lipidsynthese mit einem aggressiveren Verlauf der Tu-
morerkrankung assoziiert wird (Kuhajda, 2000), wurden weiterhin Gene des
Lipidstoffwechsels zum McBiSet2-Genset hinzu genommen. Zudem wiesen
Lupu und Menendez| (2006) und Menendez et al. (2004) einen Zusammen-
hang zwischen der Fettsdure-Synthase(FASN)-Aktivitdt und der genomischen
und nicht-genomischen Ostrogenwirkung nach und sehen in der Hemmung
von FASN einen neuen Ansatzpunkt in der Brustkrebstherapie. Auch das
dieses Enzym kodierende Gen ist durch Oligonukleotide auf dem Array
reprasentiert. Eine Ubersicht {iber die Gene des Themenarrays, die mafgeb-
lich in Prozesse des Lipid-/Hormonstoffwechsels (und im besonderen des
Ostrogenstoffwechsels) involviert sind, zeigt Tabelle

Tabelle 4.1: Gene der Lipidsynthese und assozierten Prozessen sowie in den Ostrogenstoft-
wechsel involvierte Gene des Themenarrays.

Reporter Name NCBI Gen Gen Name
Accession Symbol

R:McBiSet2_54 NM_176895 PPAP2A phosphatidic acid phosphatase type 2A

R:McBiSet2_79 NM_198837 ACACA acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha

R:McBiSet2_89 NM_004104 FASN fatty acid synthase

R:McBiSet2_105 NM_006117 PECI peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase

R:McBiSet2_13 NM_000926 PGR progesterone receptor

R:McBiSet2_20 NM_000499 CYP1A1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide
1

R:McBiSet2_21 NM_000104 CYP1B1 cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide
1

R:McBiSet2_23 NM_031226 CYP19A1 cytochrome P450, family 19, subfamily A,
polypeptide 1

R:McBiSet2_55 NM_005420 SULT1E1 sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring,
member 1

R:McBiSet2_97 NM_000413 HSD17B1 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 1

R:McBiSet2_98 NM_002153 HSD17B2  hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2

R:McBiSet2_99 NM_000963 PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)

R:McBiSet2_124 NM_004176 SREBF1 sterol regulatory element binding transcription factor
1

R:McBiSet2_127 NM_000351 STS steroid sulfatase (microsomal), arylsulfatase C,
isozyme S

R:McBiSet2_145 NM_032644 PPARA homo sapiens peroxisome proliferative activated
receptor, alpha

R:McBiSet2_151 NM_000125 ESR1 estrogen receptor 1

R:McBiSet2_154 NM_007310 COMT catechol-O-methyltransferase

R:McBiSet2_168 NM_001040 SHBG sex hormone-binding globulin

R:McBiSet2_184 NM_001437 ESR2 estrogen receptor 2 (ER beta)

R:McBiSet2_187 NM_002456 MUCi homo sapiens mucin 1, cell surface associated

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde der Ostradiol-Stoffwechsel nicht
nur auf Transkriptionsebene analysiert. Zusatzlich wurden im Rahmen
einer Diplomarbeit Bartneck| (2006) relevante Metabolite mittels GC-MS
(Gaschromatographie-Massenspektrometrie) untersucht und eine Reihe wei-
terer hydrophober Metabolite identifiziert (z.B. Glycerol und verschiedene
Methylsdureester). Unter Beriicksichtigung des Fokus der vorliegenden Ar-
beit wird auf diese Analysen hier nicht ndher eingegangen. Die in diesem
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Zusammenhang erweiterte Genauswahl des Brustkrebs-Themenarrays bein-
haltet in grundlegende Stoffwechselprozesse (z.B. Citratzyklus und Glyko-
lyse) involvierte Vertreter wie das Gen der Citrat-Synthase, verschiedene

Dehydrogenasen, die Transketolase TKT und andere.

4.1.2.2  Zellzyklusregulation - Zellproliferation und programmierter Zelltod

Die Zellzyklusregulation ist in der Tumorzelle in der Regel gestort, und die
Balance zwischen Zellproliferation und programmiertem Zelltod nicht mehr
gegeben (Meteoglu et al., 2005). Dies kann zu unkontrolliertem Wachstum
der Zellen und somit zum Fortschreiten bzw. der Entstehung eines Tumors

fithren.

Der Zellzyklus in Eukaryonten wird im Wesentlichen durch das Zusammen-
spiel von Zyklinen (CCN), zyklinabhangigen Kinasen (CDKSs) und Inhibitoren
(CDKN) reguliert. Sutherland und Musgrove| (2004) beschreiben insbesonde-
re die Rolle von D- und E-Zyklinen (wie CCND1, CCNE1 und CCNE2) in
Brusttumoren, deren Uberexpression gesteigerte Zellproliferation zur Folge
hat. Diese und weitere Vertreter des Zyklin/CDK- und Retinoblastoma-
Protein(Rb)-Stoffwechselweges, wie das Onkogen CDK4, verschiedene CDK-
Inhibitoren (CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A) und das Tumorsuppressorgen
RB1, wurden ebenfalls dem McBiSet2-Genset hinzugefiigt.

Liu et al.| (2008) hatten mit ihrer Studie zum Ziel, ein Genexpressionspro-
fil fiir die Brustkrebsprognose zu finden, das Gene bereits bekannter und
brustkrebsrelevanter biologischer Prozesse einschloss. Sie identifizierten eine
Zellzyklus-Gensignatur als pradiktiven Marker, die von ihnen als aussage-
kraftiger als die 70-Gen-Signatur nach van’t Veer et al. (2002) eingestuft
wurde. Neben Zyklinen (CCNA und CCNE) gehort hierzu auch MKI-67,
das den bekannten Proliferationsmarker Ki-67 (vgl. Kapitel codiert so-
wie verschiedene Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren (EGFR, IGF1,
IGF2, IGFBP4 und IGFBP5). Her2-neu, kodiert durch das Gen ERBB2, gehort
zur EGF-Wachstumsfaktorrezeptor-Familie und ist in Brusttumoren haufig
tiberexprimiert. Der Proteinnachweis ist ein etablierter prognostischer und
pradiktiver Faktor fiir Brustkrebs (Cianfrocca und Goldstein, 2004) (vgl. Ka-
pitel 2.2). Alle genannten Gene sind auf dem hier vorgestellten Bielefelder

Brustkrebs-Themenarray vertreten.

Die Brustkrebsgene BRCA1 und BRCA2 wurden zunédchst in Zusammen-
hang mit hereditdarem Brustkrebs identifiziert. Mutationen dieser Gene

sind mit einem erhohten Risiko fiir die Brustkrebserkrankung assoziiert
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(siehe Kapitel 2.I). Da sie in lebenswichtige Zellfunktionen wie DNA-
Reperaturmechanismen und Zellzyklusregulation involviert sind, spielen sie
aber auch fiir die Entstehung des sporadischen Brustkrebs eine grofie Rolle
(Venkitaraman), 2002).

Die Gene der Zellproliferation bzw. allgemein der Zellzyklusregulation des
Themenarrays sind den Tabellen £.2l und [4.3| zu entnehmen. Auf die Me-
chanismen des programmierten Zelltods (Apoptose) und die in diesem
Zusammenhang in den Analysen berticksichtigten Gene wird nachfolgend
gesondert eingegangen.

Tabelle 4.2: Gene des Gensets, die in Prozesse der Zellproliferation involviert sind.

Reporter Name NCBI Accession Gen Symbol Gen Name

R:McBiSet2_2 NM_002417 MKI67 ar}tigen identified by monoclonal antibody
R:McBiSet2_3 NM_002417 MKI67 aK;;?;en identified by monoclonal antibody
R:McBiSet2_4 NM_002417 MKI67 aK;;f;en identified by monoclonal antibody
R:McBiSet2_9 NM_000612 IGF2 5115_161171n-like growth factor 2 (somatomedin
R:McBiSet2_27 NM_005247 FGF3 gt))roblast growth factor 3 (murine

mammary tumor virus integration site
(v-int-2) oncogene homolog)

R:McBiSet2_28 NM_000075 CDK4 cyclin-dependent kinase 4

R:McBiSet2_38 NM_000618 IGF1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin
)

R:McBiSet2_61 NM_002019 FLT1 fms-related tyrosine kinase 1 (vascular

endothelial growth factor/vascular
permeability factor receptor)

R:McBiSet2_107 NM_000599 IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5
R:McBiSet2_110 NM_000077 CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(melanoma, p16, inhibits CDK4)
R:McBiSet2_132 NM_001005915 ERBB3 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 3 (avian)
R:McBiSet2_149 NM_001552 IGFBP4 insulin-like growth factor binding protein 4

APOPTOSE  Fiir den programmierten Zelltod gibt es zwei grundlegende
Mechanismen. Der intrinsische Signalweg geht mit einer strukturellen und
funktionalen Veranderung der Mitochondrien einher. Mitglieder der BCL2-
Genfamilie sind hier die wichtigsten Anti-Apoptose-Regulatoren, die fiir
ein Einleiten der Apoptose ausgeschaltet sein miissen. Survivin (BIRC5) ist
ein weiterer Inhibitor der Apoptose. Pro-Apoptose-Faktoren sind z.B. das
BCL2-assoziierte Protein BAX das als entsprechender Gegenspieler fungiert
(Schulz, 2005). Dieser intrinsische Signalweg wird hdufig durch die Expressi-
on des Transkriptionsfaktors TP53 in Folge von DNA-Schdden oder anderen
die Zelle schddigenden Ereignissen induziert. Bekannte Zielgene dieses Tran-
skriptionsfaktors sind u.a. das bereits genannte BAX sowie PUMA (BBC3),
die ihrerseits entsprechend den programmierten Zelltod einleiten. Auch das
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Tabelle 4.3: Gene des Gensets, die in allgemeine Prozesse der Zellzyklusregulation involviert

sind.

Reporter Name NCBI Accession Gen Symbol Gen Name

R:McBiSet2_7 NM_000321 RB1 retinoblastoma 1 (including osteosarcoma)

R:McBiSet2_29 NM_001237 CCNA2 cyclin A2

R:McBiSet2_30 NM_057182 CCNE1 cyclin E1

R:McBiSet2_31 NM_057749 CCNE2 cyclin E2

R:McBiSet2_33 NM_004064 CDKN1B cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27,
Kip1)

R:McBiSet2_44 NM_145888 KLK10 kallikrein-related peptidase 10

R:McBiSet2_76 NM_198433 AURKA aurora kinase A

R:McBiSet2_85 NM_201283 EGFR epidermal growth factor receptor
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian)

R:McBiSet2_86 NM_014781 RB1CC1 RB1-inducible coiled-coil 1

R:McBiSet2_109 NM_000127 EXT1 exostoses (multiple) 1

R:McBiSet2_131 NM_004448 ERBB2 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma
derived oncogene homolog (avian)

R:McBiSet2_148 NM_000598 IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3

R:McBiSet2_153 NM_007294 BRCA1 breast cancer 1, early onset

R:McBiSet2_175 NM_053056 CCND1 cyclin D1

R:McBiSet2_179 NM_000059 BRCA2 breast cancer 2, early onset

R:McBiSet2_183 NM_018401 STK32B serine/threonine kinase 32B

Onkogen MYC kann Apoptose-Mechanismen beeinflussen und dabei eben-
falls, z.B. durch Aktivierung der TP53-Expression, die Apoptose herbeifiihren
(Lowe et al., 2004).

Der zweite Weg wird iiber extrinsische Signale induziert. TNF-Rezeptoren
an der Zelloberflache und der Hauptbindungsfaktor TNFa (Tumour Necrosis
Factor), der u.a. bei zelluldren Stress-Antworten ausgeschiittet wird, sind hier
der Startpunkt der Signalkaskade (Schulz, 2005).

In beiden Féllen endet die Signaliibertragung mit der Aktivierung von Kas-
pasen (Proteasen) und fiihrt schlieSlich zum Absterben der Zelle. Die hier
genannten Gen-Vertreter der beiden Signalwege sowie einige weitere apop-
toseassoziierte Gene sind der McBiSet2-Genauswahl hinzugefiigt worden

(Tabelle [4.4).

4.1.2.3 Angiogenese

Die Bildung neuer Blutgefafle ist fiir die Versorgung des Tumors essentiell.
Angiogenesefaktoren spielen daher fiir das Tumorwachstum eine grofse Rolle
(Kerbel, 2008). Einige Faktoren wie z.B. Angiopoietin, VEGFA und VEGFB
(Vascular Endothelial Growth Factors) sowie PDGF (Platelet-derived Growth Fac-
tors) sind auf dem Brustkrebs-Themenarray vertreten (siehe auch Tabelle .
Die Hemmung der Angiogenese durch eine Anti-VEGFA-Therapie ist ein
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Tabelle 4.4: Auswahl der mit Apoptose-Mechanismen assoziierten Gene des Themenarrays.

Reporter Name NCBI Accession Gen Symbol Gen Name

R:McBiSet2_14 NM_005235 ERBB4 v-erb-a erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 4 (avian)

R:McBiSet2_32 NM_078467 CDKNIA cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21,
Cip1)

R:McBiSet2_49 NM_014417 BBC3 BCL2 binding component 3

R:McBiSet2_51 NM_000594 TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily,
member 2)

R:McBiSet2_69 NM_004324 BAX BCL2-associated X protein

R:McBiSet2_70 NM_003998 NFKB1 nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1 (p105)

R:McBiSet2_75 NM_000582 SPP1 secreted phosphoprotein 1 (osteopontin,

bone sialoprotein I, early T-lymphocyte
activation 1)

R:McBiSet2_116 NM_033512 TSPYL5 TSPY-like 5

R:McBiSet2_143 NM_001012270 BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5
(survivin)

R:McBiSet2_146 NM_005163 AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1

R:McBiSet2_162 NM_002467 MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog (avian)

R:McBiSet2_163 NM_000633 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

R:McBiSet2_166 NM_000314 PTEN phosphatase and tensin homolog (mutated
in multiple advanced cancers 1)

R:McBiSet2_173 NM_000362 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby
fundus dystrophy, pseudoinflammatory)

R:McBiSet2_178 NM_000546 TP53 tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)

viel versprechender neuer Ansatzpunkt der Brustkrebstherapie (Ferrara und
Kerbel, 2005).

4.1.2.4 Zelladhision/extrazellulire Matrix

Eine entscheidende Rolle fiir Tumorwachstum und Metastasierung spie-
len Zelleigenschaften wie die Fahigkeit zu Invasion und Migration. Auf
molekularer Ebene sind hierfiir Mechanismen der Zell-Zell-/Zell-Matrix-
Interaktion und Degradierungsprozesse der extrazellulairen Matrix von Be-
deutung (Cairns et al) 2003) (vgl. Kapitel 2.4). Die als Prognosefaktor fiir
die Brustkrebserkrankung diskutierte Protease uPA (PLAU-Gen) und ihr
Inhibitor PAI-1 (codiert durch SERPINELI) sind z.B. in solche Degradierungs-
prozesse involviert und auf dem Themenarray reprasentiert. Weitere wichtige
Proteinfamilien sind Integrine, Cadherine und Metalloproteinasen. Integrine
vermitteln Zell-Matrix-Interaktionen und beeinflussen die Angiogenese. Cad-
herine sind in Zell-Zell-Kontakte involviert. Agressive bzw. invasive Tumoren
weisen hdufig eine reduzierte oder fehlende E-Cadherin(CDH1)-Expression
auf (Cairns et al., 2003). CDH1 ebenso wie einige andere Gene dieser Familien
wurden daher ebenfalls in das Genset aufgenommen (Tabelle [4.6).
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Tabelle 4.5: Gene der Angiogenese, die im McBiSet2-Genset enthalten sind.

Reporter Name NCBI Accession Gen Symbol Gen Name

R:McBiSet2_15 NM_002253 KDR kinase insert domain receptor (a type III
receptor tyrosine kinase)

R:MCcBiSet2_26 NM_033016 PDGFB platelet-derived growth factor beta
polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis)
oncogene homolog)

R:McBiSet2_40 NM_139013 MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14

R:McBiSet2_41 NM_139049 MAPKS mitogen-activated protein kinase 8

R:McBiSet2_42 NM_001146 ANGPT1 angiopoietin 1

R:McBiSet2_61 NM_002019 FLT1 fms-related tyrosine kinase 1 (vascular
endothelial growth factor/vascular
permeability factor receptor)

R:McBiSet2_81 NM_003377 VEGFB vascular endothelial growth factor B

R:McBiSet2_88 NM_005238 ETS1 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog 1 (avian)

R:McBiSet2_102 NM_001147 ANGPT2 angiopoietin 2

R:McBiSet2_113 NM_000603 NOS3 nitric oxide synthase 3 (endothelial cell)

R:McBiSet2_136 NM_006755 TALDO1 transaldolase 1

R:McBiSet2_144 NM_006206 PDGFRA platelet-derived growth factor receptor,
alpha polypeptide

R:McBiSet2_157 NM_002609 PDGFRB platelet-derived growth factor receptor, beta
polypeptide

R:McBiSet2_160 NM_003376 VEGFA vascular endothelial growth factor A

R:McBiSet2_176 NM_033023 PDGFA platelet-derived growth factor alpha

polypeptide

Tabelle 4.6: Zelladhision vermittelnde Gen-Vertreter

assoziierte Gene des Themenarrays.

und mit der extrazellularen Matrix

Reporter Name NCBI Accession Gen Symbol Gen Name

R:McBiSet2_6 NM_000602 SERPINE1 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator inhibitor type 1),
member 1

R:McBiSet2_22 NM_000425 L1CAM L1 cell adhesion molecule

R:McBiSet2_25 NM_004360 CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

R:McBiSet2_34 NM_001846 COL4A2 collagen, type IV, alpha 2

R:McBiSet2_35 NM_003882 WISP1 WNT1 inducible signaling pathway protein
1

R:MCcBiSet2_36 NM_033666 ITGB1 integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta
polypeptide, antigen CD29 includes MDF2,
MSK12)

R:McBiSet2_52 NM_007115 TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced
protein 6

R:McBiSet2_125 NM_002658 PLAU plasminogen activator, urokinase

R:McBiSet2_133 NM_018695 ERBB2IP erbb?2 interacting protein

R:McBiSet2_155 NM_015640 SERPB1 SERPINE1 mRNA binding protein 1

R:McBiSet2_159 NM_002295 RPSA ribosomal protein SA

MATRIX-METALLOPROTEINASEN UND ADAMS

Matrix-Metalloprotein-

asen (MMPs) degradieren verschiedene extrazelluldre Matrix-Komponenten

und sind an Prozessen der Gewebeerneuerung wie Wundheilung,

Angiogenese und Tumorinvasion beteiligt. Die Bedeutung von Matrix-

Metalloproteinasen als unabhédngige Prognosefaktoren fiir die Brust-

krebserkrankung ist noch nicht gesichert. Genexpressionsstudien lassen

aber vermuten, dass die Uberexpression verschiedener MMPs mit einer
schlechteren Prognose einhergeht (Tétu et al| 2006; [Jinga et al., 2006).
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ADAMs (a Disintegrin and Metalloproteinase) sind Zellmembran-Proteine, die
ebenfalls eine Metalloproteinase-Doméne besitzen und sowohl Adhésions-
(Bindung von Integrinen) als auch Proteasewirkung aufweisen. |Lendeckel
et al. (2005) konnten fiir ADAM 9, 12 und 17 eine erh6hte mRNA-Expression
in Brusttumoren nachweisen. Auch O’Shea et al. (2003) untersuchten die
Expression von ADAM 9 auf Protein und Genebene und konnten einen
Zusammenhang zu gesicherten Prognosefaktoren wie Nodalstatus und
Her2-neu-Expression herstellen. Daher wurden diese Gene und weitere
ausgewdhlte Matrix-Metalloproteinase-Gene dem Brustkrebs-Themenarray
hinzugefiigt (siehe Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Metalloproteinasen (Matrix-Metalloproteinasen MMP, Disintegrin und Metallo-
proteinasen ADAMs) des McBiSet2-Gensets.

Reporter Name NCBI Accession Gen Symbol Gen Name

R:McBiSet2_17 NM_004995 MMP14 matrix metallopeptidase 14
(membrane-inserted)

R:McBiSet2_18 NM_002422 MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
progelatinase)

R:McBiSet2_129 NM_003816 ADAM9 ADAM metallopeptidase domain 9 (meltrin
gamma)

R:McBiSet2_137 NM_005940 MMP11 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3)

R:McBiSet2_164 NM_003474 ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12
(meltrin alpha)

R:McBiSet2_165 NM_003183 ADAM17 ADAM metallopeptidase domain 17 (tumor
necrosis factor, alpha, converting enzyme)

R:McBiSet2_167 NM_002422 MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
progelatinase)

R:McBiSet2_169 NM_003254 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1

R:McBiSet2_171 NM_004994 MMP9 matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B,
92kDa gelatinase, 92kDa type IV
collagenase)

R:McBiSet2_172 NM_004530 MMP2 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A,
72kDa gelatinase, 72kDa type IV
collagenase)

R:McBiSet2_173 NM_000362 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby

fundus dystrophy, pseudoinflammatory)

Dartiber hinaus spielen auch Zell-Umwelt-Interaktionen eine wichtige Rolle.
Hier sind eine Reihe risikomodulierender Gene bekannt, die z.B. auf die
Immunantwort oder den Hormonspiegel wirken bzw. direkte Transportfunk-
tion haben (Schulz, 2005). So haben z.B. Glutathione-S-transferasen (GSTM1
und GSTM3), deren Expression hier untersucht wurde, einen Einfluss auf die
Sensitivitdt der Zelle gegeniiber Karzinogenen. ABC-Transporter wie ABCBI,
ABCC1 und ABCG2 sind fiir die Vermittlung von Chemotherapieresistenzen
von Bedeutung und ebenfalls auf dem Themenarray vorhanden.

Viele der in diesem Kapitel genannten Gene sind in mehrere der darge-
stellten Funktionsklassen involviert. Eine klare Trennung der oft ineinander
greifenden oder voneinander abhéingigen Stoffwechselwege und Signalkaska-
den ist nicht moglich. Die hier aufgegriffenen Funktionen geben daher nur
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einen Uberblick iiber die wichtigsten Prozesse (siehe auch Kapitel und
benennen einige Vertreter der beteiligten Gene bzw. Genprodukte.

4.2 DATENGRUNDLAGE DER ANALYSEN

In diesem Abschnitt werden alle fiir die weiteren Analysen genutzten Daten
kurz beschrieben. Hierzu gehoren sowohl patientinnen- und tumorbezogene
Daten als auch Zusatzinformationen zu den analysierten Genen sowie eine

Ubersicht {iber die durchgefiihrten Analysen.

Genexpressionsanalysen wurden an insgesamt 94 Tumorproben von 56 Brust-
krebspatientinnen vorgenommen. Je nach vorhandener RNA-Menge (vgl.
hierzu auch Abschnitt wurden mittels Mikroarrayhybridisierung ein bis
drei Replikate pro Probe analysiert. Insgesamt handelte es sich um 166 Expe-
rimente auf 15 Mikroarrays (Ubersicht iiber die Experimente in Anhang @)
Zusétzlich zu den Mikroarrayexperimenten konnte an 31 Tumorproben von
26 der 56 Brustkrebspatientinnen die Expression ausgewdhlter Gene mittels
quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) gemessen werden.

Nicht alle durchgefiihrten Experimente konnten in die Auswertung einbe-
zogen werden, die Analysen der Tumorproben von 16 der 56 Patientinnen
konnten nur eingeschrankt ausgewertet werden. Sieben der eingeschlosse-
nen Patientinnen wurden nachtrédglich aus der Studie genommen, da sie
entweder nicht fiir eine neoadjuvante Chemotherapie geeignet waren oder
aus personlichen Griinden die weitere Studienteilnahme ablehnten. Neun
weitere Patientinnen erfiillten zwar alle Kriterien fiir die Anwendung einer
neoadjuvanten Therapie und hatten ihr Einverstdndnis erkldrt, wurden aber
aus organisatorischen Griinden nicht initial in die Studie eingeschlossen.
Auch wenn die Tumorproben dieser Patientinnen im Rahmen der Genex-
pressionsanalysen berticksichtigt wurden, sind nicht alle begleitenden Daten
vollstandig verfiigbar. Zusitzlich kam es bei einzelnen Experimenten zu
technischen Ausfallen, so dass fiir die Analysen letztlich 77 Tumorproben
von 40 Studienpatientinnen zur Verfligung stehen:

> 8 Patientinnen mit vor und nach neoadjuvanter Chemotherapie ent-

nommenen Tumorstanzen sowie OP-Prdparat

> 6 Patientinnen mit Primér-Stanze (vor Therapiebeginn) und OP-
Praparat

> 5 Patientinnen mit Primédr-Stanze und einer Stanze nach Therapiebeginn
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> 3 Patientinnen mit ausschliefSlich nach Beginn der Therapie entnomme-
nem Tumormaterial (Stanze und OP)

Bei den {iibrigen Tumorproben handelt es sich jeweils um Einzelproben
der Patientinnen. Eine Ubersicht iiber alle Proben ist dem Anhang [C| zu

entnehmen.

Im folgenden Abschnitt werden die wichtigsten vorliegenden klinischen
Parameter fiir die 40 in die Analysen eingegangenen Studienpatientinnen
zusammengefasst (siehe auch Anhang [B). Dabei handelt es sich in erster
Linie um die etablierten Prognosefaktoren. Zudem wurden grundlegende
patientinnenbezogene Daten erfasst und solche, die mit Bezug zu potenti-

ellen Risikofaktoren fiir die Brustkrebserkrankung von Interesse sind (vgl.

Kapitel [2.1).

4.2.1 Charakterisierung des Patientinnenkollektivs

RISIKOTYPISIERUNG DER TUMOREN  Bei den Tumoren des Patientinnen-
kollektivs handelt es sich fast ausschliefSlich um invasive duktale Karzinome.
Fernmetastasen liegen bei keiner der Patientinnen vor. Gut die Hilfte der
Patientinnen hat jedoch befallene Lymphknoten. Alle Tumoren weisen un-
differenzierte bis mafiig differenzierte Zellen auf (Grade 2 und 3) und sind
mehrheitlich grofer als 2 cm (mindestens T2). Eine Uberexpression oder Am-
plifikation des Her2-neu-Rezeptors konnte fiir etwa ein Drittel der Tumoren
festgestellt werden. Alle Patientinnen der Studie konnen damit nach den St.
Gallen Kriterien von 2005 (Goldhirsch et al., 2005) der hohen oder mittleren
Risikogruppe zugeordnet werden (siehe Kapitel Tabelle 2.2).

Beziiglich des Rezeptorstatus der Patientinnen weisen sieben Patientinnen
einen Triple-negativ-Tumortyp (keine Expression von Ostrogen-, Progesteron-
und Her2-neu-Rezeptoren) auf. Dieser geht mit einer hoheren Aggressivitit
der Erkrankung und damit mit einer schlechteren Prognose einher (Reis-Filho
und Tutt, 2008).

KLINISCHE ANAMNESE UND THERAPIE Sieben Patientinnen haben eine
familidre Vorbelastung und eine Patientin hatte bereits eine vorangegangene
Krebserkrankung.

Alle Patientinnen erhielten eine taxanhaltige neoadjuvante Chemotherapie.
Den meisten (25 von 40) wurde dabei das AC-DOC- und sieben Patientin-

nen das TAC-Therapieschema verabreicht (zu den Therapieschemata siehe
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Kapitel 2.2). Die weiteren acht Patientinnen erhielten verschiedene andere
Therapieschemata.

PERSONENBEZOGENE DATEN Die Patientinnen stammen bis auf zwei
Ausnahmen aus Europa und waren zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen
29 und 74 Jahre alt. Das Durchschnittsalter der Patientinnen liegt bei 50 Jahren
und damit 13 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter fiir Brustkrebs bei
Frauen in Deutschland (RKI, 2008).

HORMONABHANGIGE UND REPRODUKTIVE FAKTOREN  Bei 16 Patien-
tinnen (40 %) ist die Erkrankung postmenopausal aufgetreten. Finf der
insgesamt 32 Patientinnen mit ausgetragenen Schwangerschaften waren bei
der Geburt tiber 30 Jahre alt. Keine der Patientinnen weist eine frithe Menar-
che (vor dem elften Lebensjahr) und nur eine Patientin eine spate Menopause
(nach dem 55. Lebensjahr) auf.

LEBENSTILFAKTOREN  Knapp die Halfte (18 von 40) der Patientinnen
raucht bzw. hat geraucht. Regelméfiigen Alkoholkonsum (mehrmals pro
Woche) geben neun der Patientinnen an.

Ein Vergleich des Body-Mass-Index (BMI) der Patientinnen mit der Alters-
verteilung in Deutschland (Datenquelle http://www.gbe-bund.de; BMI nach
Altersverteilung fiir Frauen in Deutschland 2005) zeigt, dass 25 von 38 Pati-
entinnen (66 %), fiir die der BMI bekannt ist, tiber dem Durchschnitts-BMI
ihrer Altersklasse liegen (Abbildung [4.1). Im Mittel liegt der BMI dieser
Studienpatientinnen drei Index-Punkte {iber dem Durchschnittswert ihrer
jeweiligen Altersklasse. Nach WHO-KTriterien (siehe Kapitel sind 13
Patientinnen iibergewichtig (BMI>25) und weitere 12 Patientinnen stark iiber-
gewichtig (BMI>30). Ubergewicht ist vor allem bei Frauen in der Menopause
ein Risikofaktor. Dies trifft auf sieben der 25 Patientinnen mit einem erhchten
BMI zu.

Ein Drittel der Patientinnen gibt an, regelmafiig Sport zu treiben (Zwei
Stunden pro Woche und mehr). Keine der Patientinnen schlidft weniger als

sechs Stunden pro Nacht.
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Abbildung 4.1: Dargestellt ist der Body-Mass-Index (BMI) der Studienpatientinnen nach
Altersklassen. Der rote Balken markiert den durchschnittlichen BMI fiir
Frauen der jeweiligen Altersklasse in Deutschland.

422 Gewonnene Expressionsdaten und ihre Einordnung

Expressionsanalysen wurden in erster Linie mittels Mikroarraytechnik durch-
gefiihrt. Eine Uberpriifung der Ergebnisse erfolgte fiir ausgewiahlte Gene und
Tumorproben zusitzlich durch quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR). Die

Auswertung der Expressionsdaten erfolgt jeweils anhand der normalisierten

Daten (Beschreibung der Vorverarbeitungsschritte unter [3.4.3.4/ und [3.4.4.1)).

Um die Expressionsauspragung fiir ein Gen zu bestimmen werden die M-
Werte (Kapitel aus den Mikroarrayexperimenten fiir jedes Gen iiber
alle Replikate gemittelt, die Standardabweichung berechnet und mittels t-Test
(siehe bestimmt, ob ein Gen in einer Tumorprobe im Vergleich zur
Referenz signifikant reguliert ist (ein p-Wert von < 0,05 entspricht einem
Signifikanzlevel von 95 %). Die Mittelwerte aus dem Signifikanztest sind die
Grundlage weiterer Analysen.

Die Basis der qRT-PCR-Auswertung bilden die Berechnungen aus der AACt-
Methode (Kapitel 3.4.4.1), wobei jeweils iiber zwei technische Replikate

gemittelt wurde.

Fiir eine funktionelle Einordnung der analysierten Gene wurden neben Lite-
raturrecherchen (Abschnitt auch Datenbankabfragen auf zwei Ontologien
(PANTHER-Index und GeneOntology-Datenset, vgl. Exkurs in Kapitel
und Methodik in vorgenommen. Diese Zuordnung zu Funktionsklassen
dient u.a. als Grundlage fiir die an die Expressionsanalysen anschlieffende
Auswertung. Aus Clusteranalysen resultierende Gen-Cluster konnen so auch
auf funktionaler Ebene verglichen und eingeordnet werden. Abbildung
zeigt die Zuordnung der Gene des McBiSet2-Gensets zu biologischen Prozes-
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sen und molekularen Funktionen und ihre Verteilung im Vergleich zu allen
in der GO-Datenbank vorhandenen Eintrdgen Die Ergebnisse der Datenbank-
abfragen bzgl. zugrunde liegender biologischer Prozesse (GeneOntology und
PANTHER) kénnen im Anhang eingesehen werden.

43 RNA AUS TUMORGEWEBE - SCHWANKUNGEN DER QUALITAT

UND QUANTITAT

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Tumorgewebe erfolgte wie in Kapi-
tel beschrieben. Zur Durchfithrung der Mikroarrayhybridisierungen
wird ein Minimum von 1 ug Gesamt-RNA (Konz. 200 ng/ul) benotigt. Die
Konzentration samtlicher Isolate wurde daher zundchst mit dem NanoDrop
Spektrophotometer bestimmt. Fiir alle fiir die Analysen geeigneten Proben
wurde zusitzliche eine Quantitdts- und Qualitdtsbestimmung mittels Agilent
Bioanalyzer durchgefiihrt. Fiir einen Grofiteil der bearbeiteten Proben liegt
auflerdem das Probengewicht vor. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen

sind dem Anhang @ zu entnehmen.

58 (von 155 bearbeiteten) Tumorproben konnten aufgrund zu geringer RNA-
Konzentrationen und unzureichender Qualitdt der RNA nicht analysiert
werden. RNA aus weiteren 27 Tumorproben stand nur fiir eine Hybridisie-
rungsreaktion (ohne Replikat) zur Verfiigung. 77 der analysierten Tumorpro-
ben stammen dabei von Studienpatientinnen, die weiteren Proben stammen
von Patientinnen, die nicht in die Studie eingeschlossen wurden (siehe auch
Abschnitt [4.2).

Um Ursachen fiir diese hohe Ausfallquote von 37 % zu finden wurde zu-
ndchst die Abhdngigkeit der RNA-Ausbeute vom Gesamtgewicht der Tu-
morprobe untersucht. Anhand der Messergebnisse konnte eine Korrelation
ausgeschlossen werden. Die Menge der gewonnenen RNA (Konzentrati-
onsbestimmung mittels NanoDrop) steigt nicht mit dem Probengewicht an

(Abbildung (4.3).
Ein weiterer moglicher Einflussfaktor fiir die RNA-Gewinnung ist die Tu-

morbehandlung. Chemotherapeutika wirken auf die Zellaktivitit und somit
auch auf die Transkription in der Zelle (vgl. Kapitel 2.2). Die zu tiberprii-
tende Hypothese war hier, ob grundsétzlich aus Probenmaterial nach einer
Therapie mit Chemotherapeutika weniger RNA gewonnen werden kann.
Wie Abbildung 4.4/ zu entnehmen ist konnte statistisch (t-Test) kein direkter
Zusammenhang zwischen Behandlung des Tumors und der RNA-Ausbeute
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A)

transcription regulator activity (5.81 %)
signal transducer activity (6.34 %)

structural molecule activity (2.49 %)

transporter activity (6.37 %)

binding (23.38 %)

enzyme regulator activity (5.11 %)
transcription regulator activity (6.07 %)

signal transducer activity (14.38 %)

transporter activity (2.24 %)

catalytic activity (28.2 %)

molecular function unknown (23.77 %)

catalytic activity (24.92 %)

binding (45 69 %)

B)

development (5.48 %)
response to stimulus (6.28 %)

regulation of biclogical process (6.36 %)

biological process unknown (13.76 %)

growth (4.42 %)
reproduction (2.21 %)
development (12.52 %)

response to stimulus (1013 %)

regulation of biological process (14.36 %)

physiclogical process (32.64 %)

cellular process (31 .67 %)

physiclogical process (27.07 %)

cellular process (26.89 %)

Abbildung 4.2: Ubersicht iiber alle verfiigharen GeneOntology(GO)-Prozesse und
-Funktionen der Gene des Themenarrays. Dargestellt ist jeweils zuerst die
gesamte Verteilung aller Eintrdge der GO-Datenbank und im Vergleich dar-
unter die Zuordnung fiir das ausgewdhlte Genset. Abbildung A zeigt die
molekularen Funktionen und Abbildung B die tibergeordneten biologischen
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Abbildung 4.3: Gewonnene RNA in ng aus Biopsien und OP-Proben jeweils im Vergleich
zum Ausgangsgewicht der Gewebeproben in mg.

festgestellt werden. Signifikante Unterschiede (p<0,05) in der RNA-Ausbeute
zeigen sich lediglich beim Vergleich von vor Chemotherapie entnommenen
Biopsien zu OP-Proben (p=0,003). Insgesamt konnte aus Biopsien mehr RNA
isoliert werden als aus OP-Préparaten (Abbildung [4.4).

Zusammengefasst konnte fiir die hier untersuchten Faktoren kein eindeuti-
ger Zusammenhang mit der Qualitdt und Quantitdt der gewonnenen RNA
festgestellt werden.

44 CHARAKTERISIERUNG VON BRUSTTUMOREN ANHAND VON GEN-
EXPRESSIONSANALYSEN

Auf Basis der gewonnenen Expressionsdaten sollen in den folgenden Ab-
schnitten Gene bzw. Gengruppen identifiziert werden, die in dem analysier-

ten Mammakarzinomgewebe auffillig sind.

Grundlage fiir die Visualisierung der Genexpression ist zunédchst die Dar-
stellung als Heat Map (vgl. Kapitel 3.4.5.2). Die Expression der analysierten
Gene wird innerhalb ihrer in Abschnitt 4.1.2] definierten Funktionsklassen
dargestellt. Die differentielle Expression der Gene {iber alle Experimente
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t-Test
Biopsien vor und nach Chemotherapie: p=0,325; Biopsien zu OP-Proben:
p=0,003 (vor Chemotherapie) bzw. p=0,067 (nach Chemotherapie)

Abbildung 4.4: Gewonnene RNA in ng pro mg Tumorgewebe fiir die verschiedenen Pro-
benarten. Dargestellt sind zusitzlich die durchschnittlich gewonnenen RNA-
Mengen pro Probenart (waagrechte Linien) sowie im Text die Ergebnisse aus
dem t-Test.

wird durch rote und griine Boxen représentiert, wie in Abbildung (4.5 zu
sehen ist. Die Analyse erfolgt zunédchst rein visuell auf Basis dieser grafischen

Darstellung und ist daher als rein qualitativ anzusehen.

Fiir die Gene der Angiogenese kann keine eindeutige Tendenz tiiber alle
Tumorproben beobachtet werden. Einige Gene sind in einer Vielzahl der Tu-
moren nicht reguliert, es konnen jedoch auch Unterschiede in der Regulation
zwischen verschiedenen Tumoren beobachtet werden.

Auch die mit Apoptose assoziierten Gene zeigen Variationen in ihrer Expres-
sion. Die Auspragung ihrer Expression ist bei diesen Genen jedoch insgesamt
stiarker als in der Gruppe der Angiogenese-Gene.

Gene der Zellzyklusregulation sind im Vergleich zur Referenz-RNA tenden-
ziell weniger stark exprimiert.

In Lipid- und Hormonstoffwechsel involvierte Vertreter ebenso wie mit
Zelladhidsion und extrazelluldrer Matrix assoziierte Gene sind im Gegensatz
dazu tiberwiegend hochreguliert.

Die analysierten cDNA-Sequenzen zeigen insgesamt eine eher geringere
Expression und weisen haufiger fehlende Messwerte auf.
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Abbildung 4.5: Heat Maps der Expressionsdaten nach Funktionsklassen der analysierten Ge-
ne. Runterregulierte Gene werden griin, hochregulierte Gene rot dargestellt.
Die Farbintensitét reprasentiert die Starke der Expression. Nicht-regulierte
Gene erscheinen schwarz, fehlende Messwerte grau.
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Betrachtet man die Expression der Haushaltsgene fallt auf, dass nur zwei
(ACTB und KARS) der insgesamt sechs Gene als nicht-regulierte Referenz-
gene geeignet sind. Die anderen vier sind im Vergleich zur verwendeten
Referenz iiber- (z.B. B2M, siehe auch Tabelle oder unterreprasentiert.

In den folgenden detaillierten Analysen sollen zum einen einzelne Gene
identifiziert werden, die unabhédngig von Tumorart oder anderen indivi-
duellen Unterschieden in der Mehrheit der Tumoren stark reguliert sind
(Abschnitt [4.4.T). So sollen Hinweise auf biologische Prozesse gewonnen
werden, die grundsitzlich bei der Tumorentwicklung eine Rolle spielen. Zum
anderen sind Gene interessant, die auf Transkriptionsebene Unterschiede
zwischen den einzelnen Tumoren aufweisen (Abschnitt 4.4.2). Diese Un-
terscheidung verschiedener Brusttumoren anhand ihrer Genprofile ist eine

grundlegende Fragestellung dieser Arbeit.

4.4.1 Gene mit gleich bleibender Tendenz der differentiellen Expression in allen

Tumorproben

Die Identifizierung von Genen mit gleich bleibender Tendenz der Expression
in den untersuchten Brusttumoren - unabhingig von individuellen Unter-
schieden - basiert auf allen Messungen, die sowohl einen grofien als auch
signifikanten Unterschied in der Expression im Vergleich zur Referenz-RNA

aufweisen:

Fiir jedes Gene wird die mittlere Expression durch Berechnung des arith-
metischen Mittelwertes M der M-Werte (siehe Formel tiber alle Tumor-
proben bestimmt. Dabei werden fiir jede Tumorprobe nur die gemessenen
M-Werte berticksichtigt, die im t-Test tiber alle Replikate eine signifikan-
te Regulation (5 %-Signifikanzniveau) im Vergleich zur Referenz zeigten
(vgl. Abschnitt [4.2.2). Mit Hilfe des Konfidenzintervalls kann dann unter
Berticksichtigung der Anzahl Proben (n), fiir die p < 0,05 zutrifft, die Zuver-
lassigkeit des ermittelten Mittelwertes eingeschitzt werden.

Filterkriterien gleiche Expression: Es wird nach Genen gefiltert, die in mehr
als der Halfte aller analysierten Tumorproben von Studienpatientinnen (n >
38) unter Berticksichtigung des 95 %-Konfidenzintervalls (K) mindestens
zweifach hoch- oder runterreguliert sind: |[M| — 1/2K < —1 oder |M| —
1/2K > 1.

Die resultierenden Gene sind in den Tabellen (hochregulierte Gene) und
(runterregulierte Gene) dargestellt.
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Tabelle 4.8: Signifikant hochregulierte Gene tber alle Tumorproben. Angegeben sind

jeweils der arithmetische Mittelwert M und die halbe Breite des 95 %-
Konfidenzintervalls K.

Reporter Name  Gen Name M +1/2K Gen Funktion
R:McBiSet2_21 cytochrome P450, family 1, subfamily B,  2.46 0.35 Lipid-
polypeptide 1;,CYP1B1 /Hormonstoffwechsel
R:McBiSet2_25 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epitheli- 2.81 0.24 Zelladhésion
al);CDH1
R:McBiSet2_34 collagen, type IV, alpha 2,COL4A2 2.23 0.27 Zelladhasion
R:McBiSet2_73 Homo sapiens beta-2-microglobulin  1.40 0.24 Haushaltsgen
(B2M), Housekeeping gene
R:McBiSet2_89 fatty acid synthase;FASN 1.32 0.29 Lipid-
/Hormonstoffwechsel
R:McBiSet2_107  insulin-like growth factor binding prote-  1.45 0.39 Zellzyklus
in 5;IGFBP5
R:McBiSet2_131  v-erb-b2 erythroblastic leukemia  2.59 0.45 Zellzyklus

viral oncogene homolog 2, neu-
ro/glioblastoma  derived = oncogene
homolog (avian);ERBB2
R:McBiSet2_137  matrix metallopeptidase 11 (stromelysin ~ 3.00 0.47 MMP
3),MMP11

Um einen besseren Eindruck tiber die Verteilung der Expressionsdaten der
identifizierten Gene zu bekommen werden die signifikanten M-Werte der
in den Tabellen 4.8/ und |4.9| aufgefiihrten Gene zusitzlich mittels Box-Plots
grafisch dargestellt (Abbildung [4.6). Die starke Tendenz der Expressions-
auspragung der herausgefilterten Gene wird hier bestéitigt. Bis zu 75 % der
gemessenen M-Werte eines Gens liegen jeweils iiber bzw. unter Null. Der
Vergleich von arithmetischen Mittelwert und fiir die Box-Plots verwendeten
Median-Werte zeigt, dass beide Mafse die Daten gut reprasentieren. Auch
wenn zum Teil Extremwerte auftreten verzerren diese die mittlere Verteilung

der signifikanten Messwerte kaum.

Werden die Daten nach den selben Kriterien (mindestens 2-fach reguliert,
M < —1 oder M > 1, in mehr als der Halfte aller analysierten Tumorproben,
n > 38) statt auf Basis des arithmetischen Mittelwertes anhand des Medians
gefiltert, ergibt dies mit einer Ausnahme die identischen Gene. Als signifi-
kant hoch reguliert wird hier zusitzlich das Gen IGFBP4 erkannt, dessen
arithmetischer Mittelwert knapp unter 1 liegt.

Insgesamt konnten 22 Gene als in der Mehrheit der Tumorproben stark
reguliert identifiziert werden. Unter den acht Uberreprasentierten (Tabel-
le sind Gene, deren Produkte mit der extrazelluldren Matrix assozi-
iert sind, wie etwa zelladhdsion-vermittelnde Proteine und eine Matrix-
Metalloproteinase sowie in den Lipidstoffwechsel involvierte Gene. Diese
Funktionsklassen konnten bereits in der Heat Map als in ihrer Tendenz
hochreguliert beobachtet werden. Die zwei mit dem Zellzyklus assoziierten
hochregulierten Gene beeinflussen ebenfalls Prozesse der Zellmigration, wo-
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Tabelle 4.9: Signifikant runterregulierte Gene tiber alle Tumorproben. Angegeben sind

jeweils der arithmetische Mittelwert M und die halbe Breite des 95 %-
Konfidenzintervalls K.

Reporter Name  Gen Name M +1/2K Gen Funktion
R:McBiSet2_2 antigen identified by monoclonal antibody -2.06 0.30 Zellzyklus
Ki-67;MKI67
R:McBiSet2_3 antigen identified by monoclonal antibody  -2.21 0.32 Zellzyklus
Ki-67,MKI67
R:McBiSet2_9 insulin-like growth factor 2 (somatomedin  -2.85 0.25 Zellzyklus
A);IGF2
R:McBiSet2_10 telomerase reverse transcriptase;TERT -2.31 0.35 nucleobase,
nucleoside,
nucleotide and
nucleic acid
R:McBiSet2_29 cyclin A2;CCNA2 212 0.33 Zellzyklus
R:McBiSet2_37 topoisomerase (DNA) I alpha -243 0.36 cell cycle
170kDa;TOP2A (GO:0007049)
R:McBiSet2_101  transketolase (Wernicke-Korsakoff syndro- -1.16 0.11 carbohydrate
me); TKT metabolism
(GO:0005975)
R:McBiSet2_115  trefoil factor 1 (breast cancer, estrogen- -2.25 0.65 cell proliferation
inducible sequence expressed in); TFF1 (GO:0030154);
cell
differentiation
R:McBiSet2_138 c¢DNA_204_new -1.91 0.35 cDNA neu
R:McBiSet2_141  solute carrier family 2 (facilitated glucose -2.62 0.23 carbohydrate
transporter), member 3;SLC2A3 metabolism
(GO:0005975)
R:McBiSet2_142  nucleolar and spindle associated protein -1.52 0.22 biological_process
1,NUSAP1 unknown
(GO:0000004)
R:McBiSet2_148  insulin-like growth factor binding protein -1.43 0.18 Zellzyklus
3,IGFBP3
R:McBiSet2_159  ribosomal protein SA;RPSA -1.28 0.17 Zelladhdsion
R:McBiSet2_162  v-myc myelocytomatosis viral oncogene ho- -1.58 0.34 Apoptose

molog (avian);MYC

bei das Tumorsuppressorgen IGFBP5 ebenso wie das zusétzlich identifizierte
IGFBP4, Zellmigration und -proliferation hemmen und das Onkogen ERBB2
Zelladhédsionsprozesse fordert. Auffillig ist, dass sich auch ein Haushaltsgen
unter den signifikant iiber alle Tumorproben hochregulierten Genen befindet.

Die 14 stark herunterregulierten Gene (Tabelle kodieren in erster Linie
fiir Proteine, die in Zellzyklusregulation und Kohlenhydratstoffwechsel

involviert sind.

4.4.2 Gene mit stark variierender differentieller Expression iiber alle Tumorproben

Gene, die in ihrer Expression starke Variationen zwischen den untersuchten
Tumoren aufweisen, konnen Hinweise auf ein unterschiedliches Verhalten
oder auch eine unterschiedliche Biologie der Tumoren geben. Daher wird
nach Genen mit einer moglichst grofien Streuung der fiir sie gemessenen

Expression M gesucht. Hierfiir wird die Bestimmung von Quartilen und ihren
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Abbildung 4.6: Box-Plots der signifikant regulierten Gene. Dargestellt ist die Verteilung der
M-Werte fiir die Gene mit gleich bleibender Tendenz ihrer differentiellen Ex-
pression in allen Tumorproben. Die roten Linien kennzeichnen den gesetzten
Schwellenwert fiir M bei -1 und 1.

Abstdnde herangezogen. Die Visualisierung mittels Box-Plots ermoglicht
zudem die Darstellung von Hochst- und Extremwerten (vgl. Methode in

Kapitel 3.4.5.1).

Wie bereits im ersten Teil der Genexpressionsanalysen beschrieben (Ab-
schnitt werden auch hier zunédchst die signifikanten Messwerte be-
trachtet (5 %-Signifikanzniveau: p < 0,05). Fiir jedes Gen wird der zentrale
Expressionswert, der Median von M, iiber alle Tumorproben bestimmt.

Filterkriterien variierende Expression, Schritt 1: Als Filterkriterien wurde
ein Interquartilsabstand QA = |25 % Quartil — 75 % Quartil| > 2 und si-
gnifikante Messwerte fiir mindestens ein Viertel der analysierten Proben
(n > 20) angenommen. Der Schwellenwert fiir den Stichprobenumfang kann
hier geringer gewdhlt werden als in Abschnitt da zwar keine Einzelmes-
sungen berticksichtigt, jedoch auch die Gene identifiziert werden sollen, die
nur in einigen Tumoren auffillig sind. Der grofSe Quartilsabstand stellt sicher,
dass Gene ausgewdhlt werden, die in ihrer Expression mindestens einen

vierfachen Unterschied zwischen verschiedenen Tumorproben aufweisen.
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Abbildung 4.7: Die Grafik zeigt exemplarisch die Verteilung der p-Werte fiir die gemessenen
Expressionswerte M. Bei unverdnderter Expression (M = 0), also keinem
Unterschied zwischen den beiden Stichproben (Referenz und Tumorprobe),
liefert der t-Test ein grofies p, da die Nullhypothese anzunehmen ist.

Bei der Betrachtung der Streuungsbreite der Expression nur iiber alle signifi-
kanten Messwerte (p < 0,05), werden moglicherweise nicht alle interessanten
Gene erfasst: Fiir im Vergleich zur Referenz nicht-regulierte Gene ist der
p-Wert in der Regel grofier als 0,05, da die Nullhypothese (keine Regu-
lation) zutrifft. Nur sehr wenige Gene zeigen geringe und dennoch hoch
signifikante Unterschiede in ihrer Expression im Vergleich zur Referenz
(vgl. Abbildung[4.7). Je geringer die zu detektierenden Unterschiede sind,
desto grofler miisste die Stichprobe sein, um dennoch signifikante Werte
zu erhalten. Des Weiteren ist zu berticksichtigen, dass geringe Expressions-
unterschiede aufgrund zu geringer Signalintensitdten hdufig gar nicht erst

detektiert werden.

Filterkriterien variierende Expression, Schritt 2: Da nicht nur Gene bertick-
sichtigt werden sollen, die in den verschiedenen Tumorproben hoch- und
runterreguliert sind, sondern auch solche, die in einigen Proben eine starke
Regulation (hoch oder runter) aufweisen, in anderen jedoch nicht reguliert
sind, wird das Verfahren zur Uberpriifung zusitzlich auf dem ungefilterten
Datensatz durchgefiihrt.

Filterkriterien variierende Expression, Schritt 3: Zuletzt werden aus dieser
Auswahl diejenigen Gene entfernt, bei denen 75 % der Messwerte iiber 1
oder unter -1 liegen, obwohl sie einen grofien Quartilsabstand aufweisen. So
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konnen Uberschneidungen mit den in Abschnitt identifizierten Genen

weitestgehend vermieden werden.

Nur ein Gen, das Gen TFF1, wird mit beiden Ansdtzen herausgefiltert. Es ist
zwar in der Mehrheit der Proben signifikant herunterreguliert, zeigt jedoch
in einigen wenigen Proben eine deutliche Uberexpression und ist deshalb
auch ein interessantes Kandidatengen zur Unterscheidung der Tumoren.

Alle aus dem Filterprozess resultierenden Gene kénnen in Tabelle einge-
sehen werden und werden nachfolgend kurz beschrieben.

Tabelle 4.10: Gene mit stark unterschiedlicher Expression tiber alle Tumorproben. An-
gegeben sind jeweils 25 %, 50 % und 75 % Quartil fir alle Gene mit ei-
nem Interquartilsabstand der gemittelten (Median) M-Werte von QA =
125 % Quartil —75 % Quartil| > 2.

Reporter Name  Gen Name 25% 50% 75% QA  Gen Funktion
R:McBiSet2_47 glutathione S-transferase  -0.78 0.92 1.97 2.75  defense response
M1,GSTM1 (GO:0006952)

R:McBiSet2_75 secreted phosphoprotein 1 (os- -1.87  -0.48 1.47 3.34  Apoptose
teopontin, bone sialoprotein I,
early T-lymphocyte activation
1);SPP1

R:McBiSet2_85 epidermal growth factor recep- -0.26  1.63 2.95 321  Zellzyklus
tor (erythroblastic leukemia vi-
ral (v-erb-b) oncogene homolog,
avian);EGFR

R:McBiSet2_110  cyclin-dependent kinase inhibi- -1.52  -0.48 1.58 310  Zellzyklus
tor 2A (melanoma, p16, inhibits

CDK4);CDKN2A
R:McBiSet2_115 trefoil factor 1 (breast cancer, -4.29 -2.75 -0.62 3.67  cell proliferation
estrogen-inducible sequence ex- (GO:0030154); cell
pressed in); TFF1 differentiation
R:McBiSet2_151  estrogen receptor 1;ESR1 -0.10 1.29 2.83 293  Lipid-
/Hormonstoffwechsel
R:McBiSet2_175  cyclin D1;CCND1 -1.30 -0.76 0.86 216  Zellzyklus
R:McBiSet2_187  Homo sapiens mucin 1, cell sur- -1.10 1.62 2.82 3.92  Lipid-
face associated;MUC1 /Hormonstoffwechsel

Das fiir eine Gluthathion-S-Transferase kodierende Gen GSTM1 weist in
den hier untersuchten Tumoren grofle Schwankungen in seiner Expression
auf. Das Protein ist im Zytoplasma der Zelle lokalisiert und spielt dort eine
wichtige Rolle bei Entgiftungsprozessen.

Das Gen SPP1 kodiert das Glykoprotein Osteopontin (OPN), das in Prozesse
der Angiogenese, Apoptose sowie Entziindungsprozesse involviert ist. OPN
kann mit einer Reihe von Faktoren wie dem Wachtumsfaktorrezeptor EG-
FR und anderen membranstdndigen Rezeptoren interagieren, ebenso mit

sezernierten Proteinen wie z.B. Matrix-Metalloproteinasen.

Auch einige mit dem Zellzyklus assoziierte Gene weisen in den Brusttumoren
eine stark unterschiedliche Regulation auf. So z.B. der im Zusammenhang

mit SPP1 genannte Epidermal Growth Factor Receptor EGFR oder das Tumor-
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suppressorgen CDKN2A, ein Inhibitor der zyklinabhdngigen Kinase CDK4.
Auch das Gen CCNDI1, das ein CDK4 regulierendes Zyklin kodiert, zeigt
grofie Expressionsunterschiede.

Die Transkription des TFF1-Gens wird durch Ostrogen induziert. Sowohl
TFF1 als auch das den Ostrogenrezeptor Alpha kodierende Gen ESR1 weisen
in dem untersuchten Gewebe eine stark variierende Expression auf. Ein weite-
res mit dem Ostrogenrezeptor assoziiertes Protein, ein Transmembranprotein

kodiert durch MUC1, ist ebenfalls unter den gefilterten Genen.

In den anschlieffenden Clusteranalysen werden die hier erhaltenen Gene
besonders berticksichtigt. So konnen noch weitere Gene, die durch die ge-
wahlten Filterkriterien nicht erfasst wurden, aber dennoch ein dhnliches

Expressionsmuster aufweisen, identifiziert werden.

4.43 Identifizierung auffilliger Gengruppen

Bisher wurde die Expression einzelner Gene betrachtet, in diesem Kapitel
sollen nun mittels Clusteranalysen (zur Methode siehe Kapitel 3.4.5.2)) wei-
tere Gengruppen (Cluster) identifiziert werden, die Auffilligkeiten in den

Tumoren zeigen.

Auf Basis der ungefilterten Expressiondaten fiir alle Studienpatientin-
nen wurde ein hierarchisches agglomeratives Clusterverfahren angewandt.
Acht Tumorproben (26-B_1092A_OP, 27-AA_290_BP-0, 29-B-2_1065_BP-1, 38-
C_1094_OP, 40-C_1104A_OP, 54-C_585_OP, 55-A-2_326_BP-0, 69-B-2_400_BP-
1) wurden aus den Analysen ausgeschlossen, da hier fiir mehr als ein Drittel
der Gene keine Werte vorlagen. In die weiteren Analysen sind demnach 69
Proben von 37 Patientinnen eingegangen.

BENACHBARTE GENE IM CLUSTER Fiir die Analyse von Genen mit glei-
chem Verhalten in ihrer Expression iiber alle Tumorproben, unabhéingig von
den absoluten Messwerten, wird die Pearson Korrelation als Ahnlichkeits-
mafd zur Abstandsberechnung der Gene verwendet. Anhand des resultie-
renden Dendrogramms (Abbildung konnen auf Genebene 11 grofiere
Cluster identifiziert werden (Abbildung 4.9 A).

Innerhalb dieser Cluster werden die stark variierenden Gene aus Ab-
schnitti4.4.2|betrachtet und ihre unmittelbare Nachbarschaft im Cluster-Baum
analysiert. So werden weitere auffillige Gene gefunden, die durch die strik-
ten Filterkriterien bisher unberticksichtigt blieben. Die identifizierten Gene
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Abbildung 4.8: Agglomeratives hierarchisches Clustern (Distanzmaf3: Pearson Korrelation).
Diese Gesamtdarstellung zeigt die resultierenden Cluster auf Gen- (links)
und Probenebene (oben). Die Genexpression ist farblich kodiert, wobei
die Intensitdt die Stdarke der Expression im Vergleich zur Referenz wie-
der gibt: griin=runterreguliert, rot=hochreguliert, schwarz=nicht-reguliert,
grau=fehlende Werte.
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Abbildung 4.9: Teil A der Abbildung zeigt das mittels agglomerativen hierarchischen Clustern erhaltene Dendrogramm fiir die 11 Haupt-Gencluster aus
Abbildung [4.8] Ausschnitt B zeigt die direkt benachbarten Gene der in Kapitel 4.4.2]als stark variierend in ihrer Expression identifizierten
Gene (rot markiert).
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werden nachfolgend kurz beschrieben, ihre Lokalisation im Cluster-Baum ist
zusdtzlich in Abbildung [4.9| B dargestellt.

> Das Gen ESR1 ist im 2. Cluster lokalisiert und zeigt eine dhnliche
Expression wie der Anti-Apoptose-Regulator BCL2, das Gen fiir den
mit dem EGF verwandten Wachstumsfaktorliganden SCUBE2, das N-
Acetyltransferase2-Gen NAT2 und das fiir den Progesteronrezeptor
kodierende Gen PGR.

> In Cluster 3 befindet sich das Gen EGFR. Es konnen auf unterster
hierarchischer Ebene im Cluster keine assoziierten Gene gefunden
werden. Insgesamt beinhaltet dieses Cluster nur vier Gene, wobei EGFR

auch mit Abstand die hochsten Expressionswerte aufweist.

> GSTM1 kodiert fiir die Glutathion-S-Transferase-1 und liegt im Cluster-
Baum im 7. Cluster, neben dem als stark hochreguliert identifiziertem
IGFBP5 und dem Metallopeptidase-Inhibitor-Gen TIMP1.

> Das Osteopontin kodierende Gen SPP1 ist, ebenso wie EGFR ohne
direkt benachbarte Gene, in Cluster 8 lokalisiert.

> Das Gen des zyklinabhédngigen Kinase-Inhibitors 2A (CDKN2A) zeigt
eine dhnliche Expression wie ACTB, das als ubiquitdr exprimiertes
Haushaltsgen dem Themenarray hinzugefiigt wurde. Beide Gene sind

in Cluster 9 des resultierenden Dendrogramms zu finden.

> Als weitere dstrogenassoziierte Gene sind MUC1 und das tendenziell
hochregulierte Gen FASN in Gruppe 11 des Clusters zu finden, ebenso
das Onkogen AKT1. In einem weiteren Unterzweig des Clusters finden
sich das Gen CCND1 als ein Mitglied der Zyklin-Familie, das durch
Ostrogen induzierbare Gen TFF1 und SREBF1, ein Transkriptionsfaktor

der in die Steroidhormon-Biosynthese involviert ist.

KORRELATIONEN ZU WEITEREN GENEN Um zusétzlich eine Aussage
tiber die Signifikanz der Zusammenhidnge auf Expressionsebene machen
zu kdonnen wurde ausgehend von den acht stark variierenden Genen die
Pearson-Korrelation zu weiteren Genen bestimmt. Dargestellt sind hier die
Ergebnisse mit einem Korrelationskoeffizienten grofier 0,5 oder kleiner -0,5
und 5 %-Signifikanzniveau (p < 0, 05):

ESR1 zeigt zu allen seinen im Cluster direkt benachbarten Genen, BCL2,
SCUBE2, NAT2 und PGR auch eine signifikante Korrelation der Expressions-
ergebnisse. Zusédtzlich konnte eine Korrelation zu ERBB4, ein Gen desselben
Clusters, das bei den bisherigen Analysen jedoch noch nicht berticksichtigt
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wurde, beobachtet werden. Auch zu den im Cluster-Baum weit entfernten
Genen GSTM1 (Cluster 7) und TFF1 (Cluster 11) konnte eine signifikante
Ahnlichkeit hinsichtlich des Expressionsverhaltens festgestellt werden.

Das Gen fiir den Trefoil-Faktor-1 (TFF1) in Cluster 11 wiederum zeigt von
seinem Expressionsmuster her signifikante Korrelationen zu dem im Cluster
direkt benachbarten CCND1-Gen, aber auch zu dem in Cluster 2 lokalisierten
Gen SCUBE2.

SPP1 hat im Cluster-Baum auf unterster hierarchischer Ebene in Cluster 8
keine direkt benachbarten Gene, zeigt aber signifikante Zusammenhéange
beziiglich der Expression mit den im selben Cluster lokalisierten PRC1 und

dem signifikant runterregulierten Gen MKI-67.

Unter Verwendung der euklidischen Distanz zur Berechnung der Abstdnde
zwischen den Genen werden Gene mit dhnlicher Expressionsstdrke zusam-
mengefasst. Hier ergeben sich drei grofse Cluster. Zwei der drei Cluster sind
stark auffallig, da sie nur stark herunter- bzw. hochregulierte Gene enthalten.
Diese Cluster beinhalten unter anderem alle die bereits in Abschnitt als
tiber alle Tumorproben gleich reguliert identifizierten Gene.

Insgesamt fallen bei der Betrachtung der Gene, die in ihrer Expression starke
Variationen zwischen den untersuchten Tumoren aufweisen, die beiden
Hormonrezeptorgene PGR und ESR1 als Gene mit besonders hoher klinischer
Relevanz (etablierte prognostische Faktoren, siehe Kapitel auf. Aber z.B.
auch das fiir den wichtigen klinischen Proliferationsmarker Ki-67 kodierende

Gen MKI-67, das in diesen Analysen stark unterexprimiert ist.

Des Weiteren zeigt sich EGFR (oder auch ERBB1) als Gen mit ausgepragter
variierender Expression. Weitere Gene, deren Produkte mit diesem Rezeptor
interagieren (SPP1, SCUBE2), zeigten in den Analysen Zusammenhidnge auf
Expressionsebene. Fiir verwandte Rezeptorgene wie ERBB4 konnten ebenfalls
eindeutige Korrelationen nachgewiesen werden. Das klinisch hauptséchlich
aufgrund seiner Bedeutung als etablierter pradiktiver Faktor relevante Onko-
gen ERBB2 ist hingegen in den untersuchten Tumoren stark hochreguliert
und zeigt keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen einzelnen

Tumoren.
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45 ZUSAMMENFUHRUNG VON KLINISCHEN PARAMETERN UND

GENEXPRESSIONSDATEN

Bisher wurden die Expressionsdaten isoliert betrachtet. Eine weitere Zielset-
zung dieser Arbeit ist es, mogliche Zusammenhédnge zwischen der Genex-
pression in Tumoren und ihren klinischen Eigenschaften aufzuzeigen. Hierfiir
wird nun die Gruppierung der Tumorproben auf Basis der Ahnlichkeit ihrer
Expressionsmuster untersucht und die Eigenschaften der Tumoren genauer
beleuchtet.

Betrachtet man die Gruppierung der Tumorproben auf Basis der exprimier-
ten Gene (Abbildung konnen fiinf grofse Cluster beobachtet werden.
Betrachtet man die Tumorproben der einzelnen Cluster genauer, fillt auf,
dass sich die verschiedenen Proben einer Patientin unabhéngig von Entnah-
mezeitpunkt und -art (vor oder nach Therapie; Biopsie oder OP-Prdparat)
im Cluster hédufig ndher und damit dhnlicher sind, als z.B. Proben gleicher

Probenart verschiedener Patientinnen.

Ausgewidhlte (sowohl tumor- als auch patientinnenbezogene) klinische Para-
meter der gruppierten Tumorproben werden in Abbildung dargestellt.
Da es sich um vollig unterschiedliche Parameter mit variierender Maf3eintei-
lung handelt wurden sie fiir die Analysen in ein Bindrformat transformiert,
um so eine Vergleichbarkeit zu erreichen. Hierfiir wurden tumorbiologische
Erkenntnisse als Grundlage genutzt. So wird zum Beispiel nach positivem
oder negativem Hormonrezeptorstatus, nach dem Vorhandensein von Me-
tastasen oder jiingeren und é&lteren Patientinnen (zu den Risiko- und Pro-
gnosefaktoren fiir die Brustkrebserkrankung siehe Kapitel [2) unterschieden.
Bei den Hormonrezeptoren werden zudem zwei unterschiedliche Schwellen-
werte gesetzt, um einen Informationsverlust zu vermeiden. Einmal wurde
der Schwellenwert fiir einen positiven Rezeptorstatus relativ hoch (IRS=9;
ER/PGR pos.), im anderen Fall deutlich niedriger (IRS=3; ER/PGR neg.)
angesetzt. Die genauen Bedingungen fiir die bindre Umwandlung sind Tabel-
le zu entnehmen.

4.5.1 Rangkorrelationsanalysen

Bei der Analyse der Auspragung der klinischen Parameter in Abhdngig-
keit der Proben-Cluster 1-5 (Abbildung 4.10) fallen einige klinische Faktoren

auf, die mit den Clustergrenzen iibereinzustimmen scheinen (z.B. ER-Status,
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Tabelle 4.11: Bedingungen der bindren Umwandlung fiir die untersuchten klinischen Para-

meter.
Parameter Bedingung fiir 0 Bedingung fiir 1
Alter <40 >=40
Menopause nein ja
BMI <30 >=30
Histo lobuléar duktal
T <3 >=3
N 0 >0
M 0 >0
Grade 2 3
PGR (pos.) <9 >=9
PGR (neg.) <3 >=3
ER (pos.) <9 >=9
ER (neg.) <3 >=3
Her2-neu <3 3
Para (Geburten) 0 >0
Erstgeburt (Alter) <30 >=30
Stillen nein ja
Rauchen nein ja
Alkohol nein ja
Sport <2h/Woche >=2h/Woche
Chemoregime TAC AC DOC
Chemo vor Therapiebeginn nach Therapiebeginn
familidrer Brustkrebs nein ja

Histologie oder Metastasierung). Um genauere Aussagen dariiber machen
zu konnen, ob die beobachtete Auspragung der Parameter innerhalb eines
Clusters von der iiber alle Patientinnen abweicht, wurde fiir jeden Parameter
die Rangkorrelation nach Spearman bestimmt. Zuséitzlich wurden die Tumo-
ren anhand des Status der Hormon- und Wachstumsfaktorrezeptoren (PGR,
ER und Her2-neu) ihrem jeweiligen molekularen Subtyp (Luminal A/B, Basal-
like, Her2" /ER™; siehe Kapitel 2.3/ der Einleitung) zugeordnet und ebenfalls
die Korrelation zu den Probenclustern bestimmt. Fiir die tumorbezogenen
Parameter Grading, Ostrogenrezeptorstatus (ER) und Progesteronrezeptor-
status (PGR) ergibt sich eine statistisch signifikante Korrelation zu der auf
Genexpressions-Basis ermittelten Ahnlichkeit der Proben. Diese Unterschiede

spiegeln sich auch in den molekularen Tumorsubtypen wider.
Auf Clusterebene bedeutet dies konkret:

> Cluster 2 beinhaltet Proben von Tumoren mit kaum differenzierten
Zellen (Grade 3) und negativem Hormonrezeptorstatus. Diese Faktoren
geben Hinweise fiir eine eher ungiinstige Prognose. Dies bestitigt auch

85



die positive Korrelation mit dem Tumortyp Basal-like, der weitestgehend
einem Triple-negativ-Tumortyp (ER™, PGR™, Her2-neu™) entspricht.

> Die in Cluster 3 zusammengefassten Tumoren weisen maflig differen-
zierte Zellen (Grade 2) sowie einen positiven Ostrogenrezeptorstatus
auf und waren somit mit einer besseren Prognose des Krankheitsver-
laufs assoziiert. Die Tumorproben dieses Clusters weisen signifikant

haufiger als in anderen Clustern den Luminal A-Tumortyp auf.

> Cluster 5 enthilt wiederum Proben von Tumoren mit einer voraus-
sichtlich schlechteren Prognose, da beide Hormonrezeptoren einen
negativen Status aufweisen. Dieses Cluster zeigt eine signifikante Kor-
relation zum Her2" /ER™-Tumortyp.

> Die Cluster 1 und 4 zeigen keine signifikanten Korrelationen zu den

klinischen Tumordaten.

Fiir die auf den ersten Blick auffallenden Parameter Histologie und Meta-
stasierung kann keine Korrelation gefunden werden. Alle hier untersuchten
Patientinnen sind metastasefrei und der Grofsteil weist einen duktalen Tu-
mortyp auf (vgl. Risikotypisierung der Tumoren in Abschnitt 4.2.T). Der
rein visuell zundchst vermutete Zusammenhang zu den resultierenden Clus-
tern ist aufgrund der zu geringen Fallzahlen in jeweils einer der Kategorien
demnach nicht gegeben.

Auch die Abhéngigkeiten der klinischen Parameter untereinander wurden
mittels Korrelationsanalysen untersucht. Fiir die Hormonrezeptoren ergibt
sich eine stark positive Korrelation. Das Grading ist signifikant mit dem
Ostrogenrezeptorstatus verkniipft, dabei ist der Tumordifferenzierungsgrad
3 mit einem negativen Rezeptorstatus assoziiert. Die Tumorsubtypen Luminal
A, Luminal B und Basal-like unterscheiden sich signifikant voneinander, Tu-
moren des Typs Her2™ /ER™ zeigen keine signifikanten Unterschiede zu den
anderen Typen, in diese Gruppe fallen nur vier der untersuchten Tumoren
(Signifikanzniveau 1 %).

Korrelationsanalysen der bindr umgewandelten klinischen Parameter mit
einzelnen Genen (M-Werte aus den Mikroarrayhybridisierungen) mittels
Kendall’s T konnten, neben der positiven Korrelation der auf Protein- und
Genebene untersuchten Faktoren ER, PGR und Her2-neu, weitere interessante
signifikante Zusammenhinge (|| > 0,4 und p < 0,05) aufzeigen. So ist das
Grading z.B. negativ mit der Expression von SCUBE2 korreliert (7 = —0,41)
und der Status des Progesteronrezeptors PGR und die SREBF1-Expression

zeigen eine positive Korrelation (t = 0,46). Der Ostrogenrezeptorstatus
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weist unter anderem mit ERBB4 und NAT2 positive Zusammenhédnge, mit
EGEFR jedoch eine gegenldufige Tendenz auf. Hier konnen zwar insgesamt die
hochsten Werte fiir T beobachtet werden, sie liegen jedoch nur knapp tiber 0,5
(positive Korrelationen) oder unter 0,5 (negative Korrelation). Beriicksichtigt
wurden fiir den Ostrogenrezeptor jeweils nur die Ergebnisse, die mit beiden
Formen der bindren Umwandlung (positiv und negativ, vgl. Tabelle ein

signifikantes Ergebnis ergaben.

4.5.2 Normalized Tree Index

Der Normalized Tree Index (NTI) bietet die Moglichkeit die Genexpressi-
onsdaten in ihrer Gesamtheit zu erfassen und Korrelationen zu einzelnen
klinischen Parametern aufzuzeigen. Auch hier wird mit bereits geclusterten
Expressionsdaten gearbeitet. Abbildung zeigt die Ergebnisse des NTI
tiir ausgewdhlte klinische Parameter.
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Abbildung 4.11: Ergebnisse des Normalized Tree Index (NTI) fiir ausgewdhlte klinische
Parameter. Signifikante Werte sind jeweils mit Stern markiert (*=5 %-
Signifikanzniveau; **=1 %-Signifikanzniveau).

Wie bereits im vorherigen Abschnitt zeigen auch hier die Proteinexpression
der Hormonrezeptoren und das Grading der Tumoren die grofste Korrelation

zum Expressionsprofil der untersuchten Gene.

Auch der Nodalstatus, die Anzahl der ausgetragenen Schwangerschaften
und das Alter der Patientin bei Erstgeburt sowie die Information tiber den
Tabakkonsum zeigen signifikante Ergebnisse. Allerdings ist zu beachten,
dass die berechnete Korrelation mit einem Maximum um 0,2 (1=vollstdndige
positive Korrelation) insgesamt sehr gering ist.
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In den bisherigen Ergebnissen zur Betrachtung der klinischen Parameter in
Abhédngigkeit zu den Genexpressionsdaten fallt immer wieder die grof3e Re-
levanz der Hormonrezeptoren auf. Diese werden daher in weiteren Analysen

genauer untersucht.

4.5.3 Detaillierte Analysen zu den Hormonrezeptoren

Fiir die detaillierte Analyse des Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptors
(PGR) werden die Ergebnisse des immunhistochemischen Proteinnachweises
(durchgefiihrt in den Stadtischen Kliniken, vgl. Kapitel und der Gen-
expressionsmessungen mittels qRT-PCR und Mikroarrayhybridisierungen
verglichen. Die zugrunde liegenden Daten aus den Expressionsanalysen sind
in Abschnitt nédher beschrieben. Zur Normalisierung der PCR-Daten
wurden die ubiquitdr exprimierten Gene HMBS und RPL7 verwendet (Kapi-
tel . Da sie sich in den Tumorproben unterschiedlich verhalten, werden
jeweils beide Varianten in die Ergebnisse aufgenommen. RPL7 ist in den
untersuchten Proben in der Regel stiarker exprimiert. Daher zeigt sich fiir alle
Proben mit negativ regulierter Genexpression ein grofierer Effekt bei Norma-
lisierung mit RPL7. Im Gegensatz dazu ergeben sich bei Normalisierung mit
HMBS tendenziell hohere Werte fiir hochregulierte Gene.

Fiir den Ostrogenrezeptor kann, insbesondere bei den stark rezeptorposi-
tiven und -negativen Tumorproben, eine sehr gute Ubereinstimmung von
Genexpressionsdaten und klinischen Parametern beobachtet werden (Abbil-
dung . Nur zwei Proben (25-AAA-1_263_BP-0 und 34-B-1_1070_BP-1)
weisen trotz stark positivem Proteinnachweis in PCR und Hybridisierung

schwach positive Werte fiir das ESR1-Gen aulf.

Alle Proben, fiir die im Proteinnachweis keine Ostrogenrezeptoren nachge-
wiesen wurden, zeigen auch auf Transkriptionsebene keine Expression des
tiir diesen Rezeptor kodierenden ESR1-Gens. Im intermedidren Bereich (im-
munreaktiver Score IRS 2-8) konnen weniger eindeutige Aussagen getroffen
werden. Hier zeigen nur zwei Proben (4-A_1011_BP-0 und 54-A_324_B-0)
schwach positive Genexpression in den Mikroarrayexperimenten, alle ande-
ren Proben zeigen keine bzw. eine negative Regulation des Gens.

Abbildung zeigt die Ergebnisse aller Analysen fiir den Progesteronre-
zeptor, kodiert durch das Gen PGR. Grundsitzlich fallt hier auf, dass mittels
Mikroarraytechnik nur sehr geringe Expressionsunterschiede detektiert wur-

den. Fiir Tumorproben mit stark positivem Rezeptorstatus (IRS > 8) kann
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Abbildung 4.12: Dargestellt sind die Nachweisergebnisse des Ostrogenrezeptors ER auf
Protein- und Transkriptionsebene. Auf der y-Achse ist die Genexpression,
ermittelt mit qRT-PCR (log2 ddCt) und der M-Wert aus den Mikroarray-
hybridisierungen aufgetragen. Die x-Achse zeigt die Tumorproben nach
aufsteigendem immunreaktivem Score (IRS) aus dem Proteinnachweis. Auf-
fallende bzw. abweichende Werte sind durch rote Kreise hervorgehoben.

jedoch auch hier eine gute Ubereinstimmung der Daten festgestellt werden.
Im Proteinnachweis negative bzw. schwach positive Proben zeigen auf Tran-
skriptionsebene teilweise Abweichungen von diesen Ergebnissen. Insgesamt
konnen aufgrund der geringen Auspragung der differentiellen Expression
hier aber keine zuverldssigen Aussagen getroffen werden.

Die vergleichende Analyse von Protein- und Genexpression wird aufierdem
tiir den Wachstumsfaktorrezeptor Her2-neu, kodiert durch das Gen ERBB2,
durchgefiihrt. Der Proteinnachweis von Her2-neu ist ebenfalls Standard in
der klinischen Routine. Her2-neu zeigt, wie die beiden Hormonrezeptoren,
in den vorangegangenen Untersuchungen eine positive Korrelation zwischen
Genexpression und immunhistochemischen Proteinnachweis (siehe Korrela-
tionsanalyse mit Kendall’s 7, Abschnitt [4.5.1). Fiir neun der zehn immunhi-
stochemisch Her2-neu-positiv (IRS=3) getesteten Tumorproben konnte das
Ergebnis auch mittels qRT-PCR bestétigt werden. Eine Probe (4-D_1042_OP)
zeigt auf Genexpressionsebene (in Mikroarrayhybridisierung und qRT-PCR)
keine Ubereinstimmung mit dem klinischen Ergebnis. Auffillig ist hier, dass
eine weitere Probe dieser Patientin (4-A_1011_BP-0) in beiden Analysen eine
eindeutige Uberexpression des ERBB2-Gens aufweist (Uberblick der Ergebnis-
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Abbildung 4.13: Dargestellt sind die Nachweisergebnisse des Progesteronrezeptors PGR auf
Protein- und Transkriptionsebene. Auf der y-Achse ist die Genexpression,
ermittelt mit qRT-PCR (log2 ddCt) und der M-Wert aus den Mikroarray-
hybridisierungen aufgetragen. Die x-Achse zeigt die Tumorproben nach
aufsteigendem immunreaktivem Score (IRS) aus dem Proteinnachweis. Auf-
fallende bzw. abweichende Werte sind durch rote Kreise hervorgehoben.

se in Abbildung[4.14). Auch fiir den Her2-neu-Rezeptor kann bei Betrachtung
der Tumorproben mit schwach positivem oder negativem Status keine Korre-
lation zur Genexpression gefunden werden. Die mittels Mikroarraytechnik
bestimmte Genexpression ist aufféllig, die Werte liegen durchgiangig im stark
positiven Bereich.
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Abbildung 4.14: Dargestellt sind die Nachweisergebnisse des Wachstumsfaktorrezeptors
Her2-neu auf Protein- und Transkriptionsebene. Auf den y-Achsen ist je-
weils die Genexpression ermittelt mit qRT-PCR (log2 ddCt) und der M-Wert
aus den Mikroarrayhybridisierungen aufgetragen. Die x-Achse zeigt die
Tumorproben nach steigender Uberexpression des Proteins. Abweichungen
zwischen Gen- und Proteinexpression sind durch rote Kreise hervorgeho-
ben.
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DISKUSSION

Die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit gliedert sich in drei Hauptteile.
Zundchst werden in Abschnitt 5.1 die Durchfithrung der Studie und die be-
nutzten Methoden kritisch beleuchtet. Im daran anschlieflenden Kapitel
werden die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen zusammenfassend darge-
stellt und Zusammenhinge diskutiert. Kapitel [5.3| geht auf die Anwendung
von Genexpressionsanalysen in der klinischen Routine ein und beschéftigt
sich mit der Frage des zuséatzlichen Nutzens im Vergleich zu den etablier-
ten pradiktiven und prognostischen Faktoren fiir die Brustkrebserkrankung.
Dieses Kapitel leitet zum Ausblick (Kapitel ) tiber.

51 STUDIENDESIGN UND METHODEN

Die Altersverteilung der Patientinnen der hier vorgestellten Studie unter-
scheidet sich mit einem Durchschnittsalter von 50 Jahren deutlich vom mitt-
leren Erkrankungsalter fiir Brustkrebs bei Frauen in Deutschland, das bei
63 Jahren liegt (RKI, 2008). Dieses niedrigere Durchschnittsalter ist durch
das Studiendesign bedingt, da Patientinnen im neoadjuvanten Setting unter-
sucht wurden. Dies beinhaltet, dass es sich in erster Linie um Hochrisiko-
Patientinnen mit grofien, oft rezeptornegativen Tumoren handelt (siehe Er-
gebnisse der St. Gallen Konsensus Konferenz 2005, |Goldhirsch et al., 2005).
Durch die neoadjuvante Chemotherapie sollen die Tumoren zunéchst verklei-
nert und dadurch operierbar gemacht werden. Im hoheren Alter auftretende
Tumoren wachsen héufig langsamer, weshalb hier seltener (neo-)adjuvante
Chemotherapien zum Einsatz kommen. Zudem sind Wirkung und besonders
auch mogliche Nebenwirkungen von Chemotherapeutika bei dlteren Pati-
entinnen bisher nicht ausreichend erforscht (Loibl et al., 2008), auch wenn
Studien zunehmend zeigen, dass die Wirksamkeit einer Therapie nicht vom
Alter der Patientinnen abhéngt (Bernardi et al., 2008).
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Ein Ziel der Studie war es, zusatzlich zu den klassischen tumorbezogenen
Daten (TNM-Status, Grading etc.) ein moglichst umfassendes Bild jeder Pati-
entin zu bekommen. Zu diesem Zweck wurden weitere personenbezogene
Daten (Herkunft, Beruf), Informationen zum Lebensstil (z.B. Alkoholkonsum,
Rauchen, Schlaf- und Sportverhalten, Body-Mass-Index BMI) und den repro-
duktiven Faktoren (Anzahl der Geburten und Schwangerschaften, Menarche
und Menopause etc.) erhoben (vgl. Kapitel zur Charakterisierung des Pa-
tientinnenkollektivs). Aufgrund des insgesamt sehr geringen Datenumfangs
und daraus resultierender fehlender (wie z.B. bei der Herkunft) oder zu stark
variierender (z.B. Beruf) Daten wurden nur ausgewéhlte patientinnenbezo-
gene Parameter in die Auswertung eingeschlossen. Insgesamt lassen sich
die rein qualitativen verhaltensassoziierten Faktoren (z.B. Erndhrungs- und
Bewegungsverhalten) schwer kategorisieren, wahrend die Berticksichtigung
echter Messwerte (wie BMI und Alter) verladsslichere Aussagen zuldsst. Auf-
téllig ist hier zum Beispiel ein tiberdurchschnittlich hdufig auftretender hoher
bis sehr hoher BMI bei den Patientinnen dieser Studie. Dass ein erhohter BMI
mit einem erhohten Lebenszeitrisiko, an Brustkrebs zu erkranken, und auch
mit einer schlechteren Prognose einhergeht, wurde bereits in verschiedenen
internationalen Studien gezeigt (Renehan et al., 2008; Majed et al., 2009). Adi-
positas konnte als unabhédngiger Prognosefaktor bestétigt werden. Zusitzlich
wird hier auch ein Zusammenhang mit hormonellen Mechanismen vermutet
(vgl. Majed et al., 2008). Ein weiterer signifikanter Zusammenhang der pati-
entinnenbezogenen Daten mit der Genexpression kann nur fiir die Parameter
ausgetragene Schwangerschaften und Tabakkonsum beobachtet werden, wo-
bei die Ausprdagung hier sehr gering ist (Kapitel des Ergebnisteils).
Reproduktive Faktoren spielen, zumeist im direkten Zusammenhang mit
Ostrogen, eine wichtige Rolle bei der Brustkrebserkrankung (GEKID) 2006).
Beziiglich des Einflusses von Tabakkonsum auf das Erkrankungsrisiko liegen
widerspriichliche Ergebnisse vor (vgl. auch Stewart und Kleihues, 2003). Ak-
tuelle Studien gehen jedoch davon aus, dass keine kausalen Zusammenhénge
bestehen (Ahern et al., 2009).

Der Einfluss der Chemotherapie auf die Genexpression in Tumorzellen konn-
te in dieser Studie nicht addquat untersucht werden. Zum einen wurden
unterschiedliche Therapieschemata angewandt, so dass keine Vergleichbar-
keit tiber alle teilnehmenden Patientinnen gegeben war, zum anderen standen
aufgrund einer Ausfallquote von 37 % bei der RNA-Isolierung (Kapitel
letztlich nur die Tumorproben von acht Patientinnen fiir einen solchen Ver-

gleich zur Verfiigung. Generell scheint aber der Expressionsunterschied in
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Tumorzellen unterschiedlicher Patientinnen deutlich grofier zu sein, als in
Tumorproben einer Patientin, die zu unterschiedlichen Zeiten einer Therapie
entnommen wurden. Das spiegelt die Clusterbildung der hier analysierten
Gewebeproben deutlich wider (vgl. Kapitel und wurde auch bereits in
anderen Studien beobachtet (Perou et al., 2000).

Insgesamt ist wegen der Heterogenitit der analysierten Tumoren der Stich-
probenumfang der Studie mit 40 Patientinnen noch zu gering, um empirisch
gesicherte Aussagen abzuleiten. Aufgrund des Ausscheidens von Patien-
tinnen und des insgesamt sehr hohen Betreuungsaufwandes einer solchen
Studie war es bei dem Patientinnenaufkommen der Stadtischen Kliniken Bie-
lefeld nicht moglich, eine groflere Anzahl von Patientinnen im vorgesehenen
Zeitraum zu untersuchen. Weitere Brustzentren wurden jedoch nicht in die
Studie einbezogen, da die Herkunft des Tumormaterials eine zusédtzliche Va-
riable bedeutet hitte, die sich moglicherweise in den Analysen widerspiegelt.

Aufgrund der geringen Stabilitdt von RNA ist die Probennahme ein wichti-
ger Schritt der Analysen. Zundchst muss das sofortige Einfrieren des Tumor-
materials gewédhrleistet sein, um ein Degradieren der RNA zu verhindern.
Daher wurden die Gewebeproben direkt im Operationssaal bzw. Behand-
lungszimmer in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt. Zusatzlich wurde fiir die
Bearbeitung der RNA (reverse Transkription in cDNA) von vornherein eine
Methode gewihlt, die auch fiir teilweise degradierte RNA geeignet ist (siehe
Kapitel B.4.3). Es wurden fiir alle Genexpressionsanalysen sowohl Operati-
onspraparate als auch Stanzbiopsien verwendet. Ein generelles Problem bei
der Analyse von Biopsien ist, dass der Tumoranteil der Gewebeprobe stark
variieren kann. So weisen Cleator et al. (2006) darauf hin, dass der Anteil der
den Tumor umgebenden Stroma-Zellen in einer Tumorprobe Einfluss auf das
Genprofil haben kann und gerade weniger stark ausgepréagte Expressions-
unterschiede so moglicherweise nicht detektiert werden. Eine Bestimmung
des Anteils an Tumorzellen ist hier aus praktischen Griinden (Notwendigkeit
des sofortigen Einfrierens der Proben) nicht moglich. Dass Stanzbiopsien
jedoch grundsitzlich fiir Expressionsanalysen geeignet sind und in ihren
Eigenschaften den ganzen Tumor reprasentieren, belegen |Zanetti-Dallenbach

et al. (2006) in ihren Untersuchungen.

Die Bearbeitung von Stanzbiopsien erfordert zusatzliche methodische An-
passungen, um zuverldssige Analysen durchfiihren zu kénnen. Die aus
Stanzbiopsien gewonnene RNA reicht hdufig fiir die Genexpressionsanalysen
nicht aus (vgl. auch Sotiriou et al., 2002; Rody et al.,, 2006), so dass in der
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Regel eine Amplifikation des Materials oder, wie hier durchgefiihrt, des
zu detektierenden Signals (siehe Abschnitt des Methodenteils) erfol-
gen muss. Die aus den Tumorproben gewonnene RNA unterliegt hdufig
nicht nur Schwankungen bzgl. der Quantitit, sondern auch der Qualitat.
Probengewicht oder Tumorbehandlung scheinen darauf zunéchst keinen
direkten Einfluss zu haben, obwohl in den vorliegenden Analysen die Ten-
denz beobachtet werden konnte, dass aus den Stanzbiopsien, die vor einer
Chemotherapie entnommen wurden, die grofiten RNA-Ausbeuten erzielt
werden (Kapitel [4.3). Weitere Faktoren, die die RNA-Gewinnung aus einer
Tumorprobe beeinflussen konnen, sind z.B. die Zellzusammensetzung oder
eingeschlossene Blutgefdfie in der Gewebeprobe. Eine Bestimmung der Zell-
typen ist jedoch, ebenso wie die Bestimmung des Tumoranteils, praktisch
nicht durchfiihrbar. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde fiir Stanzbi-
opsien und Operationsprdparate die gleiche Methode zur RNA-Isolierung
verwendet. Die grundsatzlich schlechtere Ausbeute bei OP-Prédparaten, trotz
der grofieren Gewebemenge, konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die
Methodik auf die eigentlich schwieriger zu handhabenden Biopsien ange-
passt wurde. Ein Einfluss der Chemotherapie ist nicht unwahrscheinlich,
was mit der Beobachtung tibereinstimmen wiirde, dass das Tumorgewebe
nach Chemotherapie hdufig sehr weich und der Tumor, nach Angabe der
behandelnden Arztin, oft kaum noch zu ertasten ist. Das erschwert zusitzlich
die Probenentnahme, so dass zum Teil auch weniger Material entnommen
werden kann. Zudem greifen die wahrend der Chemotherapie verabreichten

Zytostatika erheblich in den Zellzyklus ein und nehmen somit auch Einfluss
auf die RNA-Synthese der Zellen (vgl. auch Kapitel 2.2).

Fiir die Analyse der Expression der untersuchten Gene wird bei den Mikroar-
rayexperimenten die differentielle Expression im Tumorgewebe im Vergleich
zu einer Referenz gemessen. Es wird eine kommerzielle humane Referenz-
RNA eingesetzt, fiir die der Hersteller Stratagene eine konstante Qualitat
garantiert. Um weitere Varianzen auszuschlieflen, wurde ein grofier Pool von
cDNA der Referenz hergestellt, der fiir alle Experimente eingesetzt wurde.
Auch bei Perou et al. (2000) findet eine Mischung von RNA aus verschie-
denen Zelllinien als Referenz Verwendung, in spéteren Studien (Hu et al.,
2006) wird ebenfalls die benannte kommerzielle Referenz-RNA eingesetzt.
Andere Studien hingegen verwenden als Referenz einen Pool der RNA aller
untersuchten Tumorproben (vgl. z.B. van’t Veer et al., 2002). Diese Variante

eignet sich jedoch hauptsdchlich fiir Studien mit einem sehr grofien Stichpro-
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benumfang und wurde daher fiir die vorliegende Studie nicht in Erwédgung
gezogen.

Fiir die Auswahl der zu analysierenden Gene wurde auf etablierte Expressi-
onsstudien zuriick gegriffen. Dabei sollte das Genset mit Hinblick auf die
Anwendung in der klinischen Routine nicht zu grofs gew&hlt werden, aber
dennoch, durch die Auswahl funktionell interessanter Gene, im Rahmen
dieser Studie Einblicke in die Tumorbiologie ermoglichen. Die schliefilich
analysierten 163 Gene (vgl. Kapitel stellen einen guten Kompromiss
zwischen der Berticksichtigung aktueller Expressionsstudien und einer sinn-
vollen Handhabbarkeit der Ergebnisse dar. Die Auswahl eines einzigen auf
wenige Gene reduzierten und fiir alle Analysen optimalen Brustkrebs-Gensets
ist dabei nicht moglich, wie auch Ein-Dor et al.| (2005) und [loannidis| (2007)
feststellen. Wichtiger ist es, einige in tumorrelevante Stoffwechselprozesse
involvierte Gen-Vertreter zu berticksichtigen und so aussagekréftige Profile
zu erhalten (Ioannidis| 2007).

Zu den Kontrollelementen des Themenarrays gehoren, neben Negativkontrol-
len, auch nicht regulierte Referenzgene. Dabei handelt es sich um Haushalts-
gene, die als ubiquitédr exprimiert gelten. Von den hier verwendeten sechs
Haushaltsgenen zeigten jedoch nur ACTB und KARS keine aufféllige diffe-
rentielle Regulation (Ergebnisse in Abschnitt[4.4). Haushaltsgene sind auch in
anderen Studien bereits als differentiell exprimiert und daher als fiir die Nor-
malisierung in Mikroarrayexperimenten nur bedingt geeignet aufgefallen. Lee
et al|(2002) beobachteten in ihren Analysen zwolf gangiger Kontrollgene star-
ke Variationen der Expression und konnten keine weiteren Sdugetier-Gene
identifizieren, die die Eigenschaften stabiler, gewebeunabhdngiger Expressi-
on aufwiesen. Auch (Tricarico et al. (2002) halten die Verwendung einzelner
Haushaltsgene als Kontrollen in Studien mit Gewebe-Biopsien generell fiir
schwierig. Bei der Analyse von zehn gidngigen Haushaltsgenen in Biopsien
aus normalem und malignem Brustgewebe konnten sie grofie Schwankungen
der Expression zwischen verschiedenen Patientinnen, aber auch bei Proben
eines Individuums, beobachten. Die hier analysierten Referenzgene wurden

daher letztendlich nicht fiir eine Normalisierung verwendet.

Mit Hilfe von Mikroarrays konnen zahlreiche Analysen parallel und in einem
gut handhabbaren Format durchgefiihrt werden. Gleichzeitig werden mit
dieser Technik aber auch sehr grofie Datenmengen produziert. Von den Roh-
daten bis zum Ergebnis eines Mikroarrayexperiments sind daher mehrere
Schritte der Datentransformation und -reduzierung notwendig, die immer

auch potentielle Fehlerquellen bergen (Owzar et al., 2008). Es existieren
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zahlreiche Methoden zur Datenanalyse, die hdufig auf ganz bestimmte Fra-
gestellungen und Ausgangsdaten ausgerichtet sind. Wie umfangreich dieses
Thema ist, schldgt sich auch in der verfiigbaren Literatur nieder. So ist z.B. im
Dezember 2002 bereits zum zweiten Mal eine komplette Erganzungsausgabe
von Nature Genetics erschienen, die sich ausschliefdlich mit der Mikroarray-
technologie und ihren Moglichkeiten, Herausforderungen und Nachteilen be-
schiftigt (The Chipping Forecast II, Dezember 2002, Ausgabe 32 Nr.4s, Nature
Genetics, URL: http://www.nature.com/ng/journal/v32/n4s/index.html).

Die Analyse der Mikroarraydaten erfolgte in dieser Arbeit nach Standardme-
thoden. Die differentielle Genexpression wurde mittels t-Test nach Student
ermittelt. Dieser statistische Test setzt eine Normalverteilung der Daten vor-
aus, ebenso ist der Stichprobenumfang von Bedeutung. Trotz der zahlreichen
alternativen Methoden (vgl. z.B. Slonim), 2002) wurde hier auf den etablierten
t-Test zuriickgegriffen, da der zusatzliche Nutzen alternativer Methoden
nicht gesichert ist: , By evaluating all test methods it was clearly found that there is
no prove for any advantage for any of them.[...] As a result, there can be one simple
conclusion: to be very careful about untestified advantages of any new analysis
method” (Dondrup, 2007, Seite 170). Um systematische Abweichungen (z.B.
Unterschiede in der RNA-Qualitdt, in der Markierungseffizienz oder Farbstof-
funterschiede) auszugleichen und die einzelnen Experimente vergleichbar zu
machen, wurde eine Normalisierung der Expressionsdaten mittels LOWESS
vorgenommen (vgl. Kapitel [3.4.3.4), wie sie z.B. auch von|Quackenbush| (2002)
empfohlen wird. Auch bei der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) er-
folgt vor der Bestimmung der differentiellen Expression der untersuchten
Gene im Tumor im Vergleich zur Referenz eine Normalisierung der Expres-
sionsdaten. Hierfiir werden in diesem Fall Haushaltsgene herangezogen.
Hier ergibt sich ebenfalls die Schwierigkeit der Wahl geeigneter ubiquitar
exprimierter Gene. Daher wurde in den Analysen auf zwei verschiedene
Gene (HMBS und RPL7?) zuriickgegriffen und die Ergebnisse verglichen. Wie
in Kapitel des Ergebnisteils dargestellt, zeigen die beiden Gene Unter-
schiede in ihrer Expression, da jedoch nur relative Verdnderungen und keine
absoluten Expressionswerte gemessen werden sollen, ist dieses Vorgehen fiir
die Analysen ausreichend. Aufgrund der tendenziell starkeren Expression
von RPL7 ergibt sich fiir alle negativ regulierten Gene ein grofierer Effekt bei
Normalisierung mit RPL7 und fiir hochregulierte Gene bei HMBS, die Rich-
tung der Expression (iiber- oder unterexprimiert im Vergleich zur Referenz)
wird dadurch in der Regel nicht beeinflusst.
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Zusitzlich zu den durch Mikroarray und qRT-PCR ermittelten Genexpres-
sionsdaten spielt fiir die Auswertung auch die in den Stddtischen Klini-
ken Bielefeld gemessene Proteinexpression der Ostrogen-, Progesteron- und
Her2-neu-Rezeptoren eine wichtige Rolle. Fiir den immunhistochemischen
Proteinnachweis ergeben sich weitere potentielle Fehlerquellen, die es zu be-
riicksichtigen gilt. Der immunreaktive Score (IRS) bzw. der Her2-neu-Status
eines Tumorgewebes wird auf Basis einer Farbereaktion ermittelt. Es han-
delt sich also um eine subjektive Beurteilung, die je nach durchfiihrender
Person variieren kann. Auch dieses spricht fiir die Beschrankung auf eine
Klinik als Studienort, um die Varianz moglichst gering zu halten (vgl. hierzu
den Absatz zum Stichprobenumfang auf Seite [95). So ist in den Stadtischen
Kliniken Bielefeld die Bestimmung des IRS in der Regel auf maximal zwei
Personen beschrdankt. Um die Proteinexpressionsdaten ebenso wie die weite-
ren erhobenen patientinnen- und tumorbezogenen Daten untereinander, aber
auch zu den Genexpressionsdaten in Beziehung setzen zu konnen, ist eine
Vereinheitlichung der Datenformate notwendig. Es wurde daher eine bindre
Umwandlung der Parameter auf Basis tumorbiologischer Grundlagen und
Erkenntnisse beziiglich Risikofaktoren der Brustkrebserkrankung vorgenom-
men (zu den Umwandlungsparametern siehe Tabelle in Kapitel [4.5).
Grundsitzlich ist eine solche Datenumformung mit einem Informationsver-
lust gekoppelt. Es ist allerdings auch zu beachten, dass eine (gerichtete)
vorangehende Datenreduktion den Informationsgehalt beobachteter Zusam-
menhdnge deutlich vergrofiern kann. Um moglichst eindeutige Kategorien
zu schaffen, wurde hier mit der Umwandlung in ein bindres Datenformat ge-
arbeitet. So soll eine Uberinterpretation bzw. -differenzierung der Ergebnisse
vermieden werden. Dem subjektiven Charakter der immunhistochemischen
Nachweise wird damit begegnet, dass der Umformung zwei unterschiedliche
Varianten zugrunde gelegt werden, um moglichst zuverldssige Ergebnisse
zu erhalten. Zundchst wird nur nach eindeutig positiv getesteten Proben
ausgewdhlt (mehr als 50 % positive Kerne und eine starke Farbereaktion,
IRS>=9; vgl. auch van’t Veer et al, 2002), alternativ wird nach eindeutig
negativen Proben mit weniger als 10 % gefarbten Kernen und einer hochstens
maéfligen Farbeintensitat (IRS unter 3) gefiltert.

Die Anwendung von Filterkriterien zur Auswertung von Genexpressions-
profilen ist, neben Clusteranalysen, eine géngige Praxis (Quackenbush), 2002;
Cho et al.,2004). Bei der grofien Datenmenge die in Mikroarrayexperimen-
ten generiert wird, sind Filterkriterien notwendig, um die Anzahl ndher

zu analysierender Gene einzuschrianken und die Ergebnisse auswertbar zu
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machen. Beschrdanken sich die Analysen darauf, z.B. nur Gene mit extrem
ausgepragter Expression zu identifizieren, ist gleichzeitig unvermeidbar, dass
weitere interessante Gene mit den angelegten Filterkriterien evtl. nicht identi-
fiziert werden. Auch wenn diese Methode Einschrankungen unterliegt, da
nie alle potentiell interessanten Faktoren berticksichtigt werden, kann den-
noch durch Anwendung verschiedener Filtersets (siehe hierzu Ergebnisteil
Abschnitt 4.4.2lund 4.4.3) ein gutes Ergebnis erzielt werden. Dies wird in den
vorliegenden Analysen durch Anwendung zusétzlicher Methoden, wie z.B.
dem Normalized Tree Index (Kapitel oder den Korrelationsanalysen
(#.5.7), die diese Analysen bestétigen und ergénzen, deutlich.

Die Ergebnisse dieser Analysen werden im nachfolgenden Abschnitt zusam-

menfassend diskutiert.

5.2 MOLEKULARE CHARAKTERISIERUNG VON BRUSTTUMOREN

Die Analyse zur Charakterisierung der Tumoren gliederte sich in zwei Haupt-
teile, die auf die Fragestellung der Arbeit zur Unterscheidung von Brust-
tumoren anhand ihrer Genprofile abzielen. Im ersten Teil wurden einzelne
Gene und Gengruppen des mittels Mikroarraytechnik gewonnenen Expres-
sionsprofils analysiert und ihre biologische Funktion ndher beleuchtet (vgl.
Kapitel 4.4). AnschlieSend wurden diese Profile als Ganzes betrachtet und
in Relation zu den klinischen (tumor- und patientinnenbezogenen) Para-
metern gesetzt (Kapitel .5). Damit wurde die Frage beantwortet, welche
Gemeinsamkeiten die in den Analysen als dhnlich identifizierten Tumoren
auf Expressionsebene haben, welche klinischen Eigenschaften hiermit mog-
licherweise im Zusammenhang stehen und wie sie sich von den anderen
Tumoren unterscheiden. Die Ergebnisse werden in diesem Kapitel zusam-
menhédngend interpretiert und diskutiert.

Zur Unterscheidung von Brusttumoren anhand ihrer Genprofile sind insbe-
sondere die Gene von Interesse, die in ihrer Expression starke Variationen
zwischen den untersuchten Tumoren aufweisen. Sie konnen Hinweise auf
eine unterschiedliche Biologie der Tumoren geben. In allen durchgefiihrten
Analysen fallen, sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene, der (")strogen-
(ESR1-Gen) und Progesteronrezeptor (PGR-Gen) auf, deren klinische Rele-
vanz unbestritten ist (vgl. Samaan et al., 1981} |Goldhirsch et al., 2005; Decker
et al., 2009, u.a.). In verschiedenen Genexpressionsanalysen wurde die Aus-
priagung des Ostrogenrezeptors (ER) alpha bereits als ein Hauptkriterium
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zur Unterscheidung von Profilen erkannt (Lo et al., 2005 Sotiriou et al.,
2006; Serlie et al., 2006, u.a.). Gerade auch zur Vorhersage des Ansprechens
von Hormontherapien in Brustkrebspatientinnen konnten strogenabhéingige
Gensignaturen identifiziert werden (Chanrion et al., 2008). (Gruvberger et al.
(2001) vertreten sogar die Meinung, dass es sich bei hormonrezeptornega-
tivem und -postitivem Brustkrebs um zwei unterschiedliche Erkrankungen
handelt. Beide Hormonrezeptor-Gene zeigen in dieser Studie in den unter-
schiedlichen Tumorproben grofie Variationen in ihrer zum Teil sehr stark
ausgepragten Expression. Der Vergleich von Gen- und Proteinexpression
(vgl. Abschnitt liefert im eindeutig rezeptorpositiven Fall immer eine
Ubereinstimmung der Daten, auch der negative Rezeptorstatus kann fiir
den Ostrogenrezeptor in den Genexpressionsanalysen bestitigt werden. Im
intermedidren Bereich (immunreaktiver Score IRS 2-8) trifft dies fiir beide
Rezeptoren jedoch nicht zu. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren,
dass eine nicht besonders stark ausgepragte Expression in beiden Nach-
weisen (Gen- und Proteinebene) nicht immer eindeutig bestimmt werden
kann. Dies ist bedingt durch die Subjektivitdt des Farbenachweises (Prote-
innachweismethode, siehe auch Abschnitt [5.1)), bzw. dadurch, dass in den
Genexpressionsanalysen nicht die absolute, sondern die relative Expression
im Vergleich zu einer Referenz bestimmt wird. Fiir den Progesteronrezeptor
kann auch bei einem negativen Proteinnachweis keine eindeutige Aussage be-
ziiglich der Ubereinstimmung auf Genebene getroffen werden, da die in den
Experimenten gemessene differentielle Expression des PGR-Gens generell
sehr gering ausgepragt ist.

Neben ESR1 gehort auch EGFR (ERBB1), das fiir einen Vertreter der Familie
der Wachstumsfaktorrezeptoren codiert, zu den Genen mit stark ausge-
pragten Expressionsunterschieden zwischen den einzelnen Tumoren. Der
Ostrogenrezeptorstatus (Proteinebene) und die EGFR-Genexpression sind
hier negativ korreliert (vgl. Kapitel des Ergebnisteils), was sich mit
den Ergebnissen verschiedener anderer Expressionsstudien deckt (Jettrey
et al., 2002). Auf Proteinebene ist der Basal-like-Tumortyp, der weitestgehend
einem Triple-negativ-Tumortyp (ER™, PGR™, Her2-neu ™) entspricht und mit
einer schlechteren Prognose einhergeht, mit einer EGFR-Uberexpression und
einem negativem Hormonrezeptorstatus assoziiert (Cheang et al., 2008).

Nahezu alle in dieser Studie als aufféllig identifizierten Gene hangen funk-

tional mit dem Ostrogenrezeptor oder dem Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor

EGFR (bzw. beiden) zusammen. Die Expression dieser Gene und der mit ih-
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nen assoziierten Faktoren ist damit das auffilligste Unterscheidungsmerkmal
in den Profilen der hier analysierten Tumoren. Funktional stehen Steroid- und
Wachstumsfaktor-Signalwege in enger Verbindung miteinander und nehmen
sowohl Einfluss auf die Entwicklung, als auch auf das Therapieansprechen

von Brusttumoren (Silva und Shupnik;, 2007).

So sind z.B. die Produkte des ebenfalls als stark variierend identifizierten
Gens SPP1 (Osteopontin) und auch SCUBE2 (Signal Peptide-CUB-epidermal
Growth Factor-like Domain-containing Protein 2) potentielle Bindungspartner
des EGF-Rezeptors. In den vorliegenden Analysen zeigt SCUBE2 bzgl. der
Expression eine signifikante Korrelation mit ESR1, was frithere Ergebnisse im
Rahmen dieser Studie bestitigt (vgl. Diplomarbeit Mentz, 2006). Cheng et al.
(2009) zeigten fiir SCUBE2 auf Proteinebene signifikante Korrelationen der
Expression mit dem Progesteronrezeptorstatus sowie dem krankheitsfreien
Uberleben der Patientinnen und gehen daher von einer besseren Prognose
fiir diese Patientinnen aus. Die in den hier durchgefiihrten Analysen be-
obachtete signifikante negative Korrelation von SCUBE2-Expression und
dem Tumorgrad wiirde ebenfalls fiir eine bessere Prognose bei SCUBE2-
hochregulierten Tumoren sprechen. Osteopontin (OPN) ist in zahlreiche
Stoffwechselwege involviert und somit an Prozessen der Angiogenese, Apop-
tose und Entziindungsprozessen beteiligt. Beispielsweise interagiert es neben
EGFR mit weiteren membranstdndigen Rezeptoren (z.B. Integrinen), aber
auch sezernierten Proteinen (wie Matrix-Metalloproteinasen, dem Urokinase
Plasminogen Aktivator PLAU etc.), die mit Brustkrebs assoziiert werden
(Tuck et al., 2007). SPP1 zeigt in seinem Expressionsverhalten signifikan-
te Ahnlichkeit zu dem Gen MKI-67, das hier tendenziell herunterreguliert
ist und fiir einen wichtigen Proliferationsmarker (Ki-67) kodiert. In Brust-
krebspatientinnen ist eine Uberexpression des OPN-Glykoproteins mit einer
schlechten Prognose assoziiert. So zeigen Ribeiro-Silva und da Costa| (2008)
eine negative Korrelation von OPN zu den Hormonrezeptoren ER und PGR
und positive Korrelation zum Her2-neu-Status, der mit einer schlechteren
Prognose einhergeht. Wang et al| (2008) konnten eine signifikant hohere
OPN-Proteinexpression in Triple-negativ-Brusttumoren und somit auch einen

Zusammenhang zur Tumoragressivitdt nachweisen.

ERBB2 codiert den Her2-neu-Rezeptor, der als etablierter prognostischer
und pradiktiver Faktor einen hohen Stellenwert in der klinischen Routine
einnimmt (Goldhirsch et al., 2005). Er bildet zusammen mit ERBB1, ERBB3
oder ERBB4 funktionelle Heterodimere und ist in ein komplexes Netzwerk
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von Signalwegen eingebunden (Olayioye, 2001). In den hier durchgefiihrten
Expressionsanalysen zeigt ERBB2 durchgingig eine starke Uberexpression,
es konnen keine signifikanten Unterschiede zwischen einzelnen Tumoren be-
obachtet werden. Allerdings zeigt auch die Korrelationsanalyse von Gen- und
Proteinexpression fiir diesen Rezeptor nur eingeschrankt Ubereinstimmung.
Die Genexpressionsergebnisse aus PCR und Mikroarrayhybridisierung stim-
men nur fiir Tumoren mit stark positivem Rezeptorstatus tiberein (siehe
auch Kapitel [£.5.3). Bei Betrachtung der Tumorproben mit schwach positi-
vem Her2-neu-Status konnte keine Korrelation der Genexpression gefunden
werden. Moglicherweise ist dieses Gen in der verwendeten Referenz her-
unterreguliert, was im Mikroarrayexperiment zur Detektion einer generell
positiven Expression in der Tumorprobe fiihrt. Eine weitere Ursache konnte
sein, dass das Gen auf dem Mikroarray nicht gut reprédsentiert ist, z.B. die

verwendete Oligonukleotid-Sequenz nicht eindeutig ist.

Generell ist zu beachten, dass mit der qRT-PCR relative Expressionsunter-
schiede im Vergleich zu einer Referenz aus verschiedenen Zelllinien und
keine absoluten Unterschiede gemessen wurden. Gerade sehr gering aus-
gepragte differentielle Genexpression kann daher falsch interpretiert bzw.
teilweise nicht detektiert werden. Auflerdem ist es moglich, dass bei den
Fillen mit schwach positivem Rezeptorstatus (2+), die im FISH-Test negativ
waren, die Gen- bzw. Proteinexpression gesteigert ist, ohne das eine Amplifi-
kation im Genom vorliegt. Ein dritter Vertreter dieser Gen-Familie, ERBB4,
zeigt zwar keine auffillige Expression in den Analysen, ist jedoch signifikant
mit der ESR1-Expression korreliert, und zwar auf Protein- und Genebene.
Die Gene liegen in dem aus dem hierarchischen Clustern resultierenden
Dendrogramm nah benachbart vor (Abbildung 4.9 A in Kapitel und
zeigen in den Korrelationsanalysen klinischer Parameter mit einzelnen Genen
signifikante Zusammenhénge (Kapitel 4.5.1).

Ebenfalls im ESR1-Cluster befinden sich die Gene BCL2 und NAT2. BCL2
codiert fiir einen Anti-Apoptose-Regulator und ist ein viel versprechen-
der Kandidat zur Vorhersage der Chemosensitivitit von Brusttumoren.
Eine Uberexpression ist mit dem Auftreten von Resistenzen (u.a. gegen
das in der Brustkrebstherapie verwendete Anthrazyklin Doxorubicin) aso-
ziiert worden (Sekine et al., 2009). Ein Zusammenhang von ESR1- und
BCL2-Expression wurde bereits in fritheren Analysen mit dem entwickelten
Brustkrebs-Themenarray beobachtet (Mentz, 2006). NAT2 ist in den Ana-
lysen auf Protein- und Genebene mit der ESR1-Expression korreliert und,

ebenso wie das gleichfalls signifikant differentiell exprimierte Gen GSTM1,
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in Entgiftungsprozesse der Zelle involviert. GSTM1 zeigt hier ebenfalls si-
gnifikante Ahnlichkeit zur ESR1-Expression, obwohl es in einem anderen
Cluster lokalisiert ist. Fiir BCL2 und NAT2 sind Gen-Umwelt-Interaktionen
mit Einfluss auf (Brust-)Krebserkrankungen bekannt: Polymorphismen dieser
Gene konnten Firozi et al.| (2002) signifikant mit dem Vorhandensein von
aromatischen DNA-Addukten in Verbindung bringen, insbesondere unter
Rauchern (vgl. auch Thier et al,, 2003). Kovalent verkniipfte Komplexe aus
DNA und aromatischen Verbindungen wie z.B. Benzo(a)pyren (u.a. aus Zi-
garettenrauch) stehen in Verdacht krebserregend zu sein (Veglia et al., 2003,
2008). In einem anderen Zusammenhang, der Untersuchung selbstberich-
teter Chemikalien-Empfindlichkeit (Self-reported Chemical-related Sensitivity),
wurden vergleichbare Ergebnisse bzgl. des Auftretens von Polymorphismen
dieser Gene erlangt (Schnakenberg et al., 2007). Ein weiteres mit dem Ostro-
genstoffwechsel assoziiertes und mit EGFR interagierendes Gen ist MUC1
(Zaretsky et al., [2006; Pochampalli et al., 2007), das in den Analysen als stark
differentiell exprimiert auffallt. Das Gen wird mit der Entwicklung von Che-
moresistenzen in Verbindung gebracht. Pitroda et al. (2009) haben daher eine
MUCT1-induzierte 38 Gene umfassende Gensignatur zur Vorhersage des Uber-
lebens von Tamoxifen-behandelten Brustkrebspatientinnen entwickelt. Dieses
Genset enthédlt mit Cholesterol- und Fettsduresynthese assoziierte Gene, dar-
unter unter anderem auch das in der vorliegenden Arbeit als tendenziell
hochreguliert identifizierte FASN, das durch MUC1 aktiviert wird. Die Uber-
expression von FASN ist in Brusttumoren (und anderen Karzinomen) mit
einer schlechten Prognose assoziiert (Kuhajda, 2000; Menendez et al., 2004).
Es ist ebenfalls eng mit der Ostrogen-Signalkaskade verkniipft (Lupu und
Menendez, 2006). Das Onkogen AKT1 findet sich in den hier durchgefiihrten
Analysen im selben Cluster wie die beiden Gene FASN und MUCI. Es wird
durch Wachstumsfaktoren aktiviert und inhibiert die Apoptose (Ju et al.,
2007), zeigt hier jedoch keine ausgepragten Expressionseigenschaften.

Weitere in diesen Analysen auffdllige und mit der Fettsduresynthese asso-
ziierte Gene sind der Sterol Requlatory Element Binding Transcription Factor 1
(SREBF1) und der Trefoil Factor 1 (TFF1). Die Proteinexpression des Proges-
teronrezeptors PGR und die SREBF1-Genexpression zeigen in dieser Arbeit
eine positive Korrelation, mit den angelegten Filterkriterien zeigt das Gen
sonst aber keine weiteren Auffilligkeiten. Die Transkription des TFF1-Gens
wird durch Ostrogen induziert (Carroll und Brown, 2006) und weist in dem
untersuchten Gewebe eine variierende Expression auf. Die Expression von
TFF1 ist stark mit der von SCUBE2 korreliert, das sich in einem Cluster mit
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ESR1 befindet, sowie mit CCND1. Zyklin D1 (CCND1) und das Insulin-like
Growth Factor Binding Protein kodierende IGFBP5 sind weitere dstrogenre-
gulierte Gene (Yoshida et al., 2004). IGFBP5 weist in den Tumoren eine
Uberexpression auf, wohingegen Cyclin D1 stark unterschiedlich reguliert ist.
CCNDI1 kodiert ein CDK4 regulierendes Zyklin. In Genexpressionsanalysen
konnte eine starke Assoziation der CCND1-Expression mit dem Ostrogen-
rezeptorstatus in Brustkrebs beobachtet werden (Gruvberger et al., 2001).
Ein Inhibitor der zyklinabhdngigen Kinase CDK4, das Tumorsuppressorgen
CDKN2A, weist in den Brusttumoren ebenfalls eine stark unterschiedliche

Regulation auf.

Durchgefiihrt wurden die Mikroarrayanalysen mit einer Kombination aus
etablierter Gensignatur (70-Gen-Signatur nach van’t Veer et al., 2002), erganzt
durch funktionell mit Brustkrebs assoziierte Gene (Kapitel [4.1)). Insgesamt
konnte die von van’t Veer et al. (2002) beobachtete signifikante Expression
der Gene nicht bestitigt werden. Die untersuchten cDNA-Sequenzen wiesen
grofitenteils keine aufféllige Expression auf, und fiinf der als signifikant hoch-
reguliert identifizierten Gene sind in der van’t Veer-Studie negativ reguliert.
Unter den in der Mehrheit der Tumorproben stark hochregulierten Genen
befinden sich zwei Gene aus dem van’t Veer-Set (IGFBP5 und COL4A2), die
auch dort eine Uberexpression aufweisen. Unter den in ihrer Expression stark
variierenden Genen ist nur das MUC1-Gen aus der 70-Gen-Signatur, dieses
weist dort allerdings durchgéngig eine starke Uberexpression auf. Insgesamt
zeigen die Ergebnisse daher kaum Ubereinstimmung, was beispielsweise
auf die unterschiedliche Auswahl des Patientinnenkollektivs und die Ver-
wendung einer abweichenden Referenz zuriickzufiihren sein kénnte. Die
Analyse der weiteren brustkrebsassoziierten Gene ladsst jedoch funktionelle

Zusammenhinge erkennen.

Funktionell spielen bei den aus den Analysen resultierenden Genen 6stro-
genabhidngige (Creighton et al., 2006; Oh et al., 2006), zellzyklusassoziierte
(Liu et al., 2008) und die Chemosensitivitit bzw. -resistenz beeinflussende
Gene (Sekine et al., 2009) die Hauptrollen. In diesem Zusammenhang ist aller-
dings zu beachten, dass diese Prozesse wiederum eng miteinander verkniipft
sein kénnen. Insbesondere die Ostrogen-Signalwege sind sehr komplex und
beeinflussen direkt und indirekt viele relevante Prozesse in der Zelle (Hall
et al., 2001; Silva und Shupnik, 2007; Bourdeau et al., 2008, u.a.).

Die Tumoren der analysierten Brutskrebspatientinnen lassen sich auf Basis

der gewonnenen Genprofile in fiinf Tumor-Cluster aufteilen (Kapitel 4.5).
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Die Tumoren aus drei dieser Cluster lassen sich anhand ihrer klinischen
Eigenschaften eindeutig voneinander unterscheiden. Zwei Cluster (Cluster
2 und 5, vgl. Kapitel lassen aufgrund der Eigenschaften der Tumoren
(negativer Hormonrezeptorstatus, hohere EGFR-Genexpression etc.) eine
schlechtere Prognose des Krankheitsverlaufs erwarten. Die Tumoren des
dritten Clusters weisen hingegen Kennzeichen des Luminal A-Tumortyps
auf, der mit einer besseren Prognose assoziiert wird. Dem widerspricht
zundchst die Beobachtung, dass Gene der Fettsduresynthese wie FASN,
die mit einer schlechteren Prognose assoziiert werden, in diesem Cluster
tendenziell hoher reguliert sind. Serlie et al.| (2006) konnten in ihren Analysen
auf drei unabhédngigen Mikroarrayplattformen jedoch ebenfalls eine hohere
Expression von FASN in Tumoren des Luminal A-Typs nachweisen und fiihren
dies darauf zurtick, dass die gegenseitige Beeinflussung von Fettsdure- und
Steroidhormon-Biosynthese auch Mechanismen der Zellproliferation und
Apoptose in diesem Tumorsubtyp beeinflussen.

Auch in Bezug zu den vorhandenen personenbezogenen Daten lassen sich die
Genexpressionsdaten analysieren. Grundsétzlich ist hier jedoch zu beachten,
dass die untersuchten Fallzahlen zu gering sind, um fiir Brusttumoren allge-
mein giiltige Aussagen abzuleiten. Zudem gibt es methodische Einschran-
kungen (vgl. Kapitel [5.1), die die Ergebnisse beeinflussen und eine mdgliche
Fehlinterpretation zu Folge haben konnten. So ergeben die Analysen eine
Korrelation von Genprofil und rauchenden/nicht rauchenden Patientinnen.
Zwar zeigen Studien keinen kausalen Zusammenhang zwischen dem Erkran-
kungsrisiko fiir Brustkrebs und Tabakkonsum (siehe Kapitel 2.1), auffallig ist
jedoch, dass unter den hier als signifikant exprimiert identifizierten Genen
auch solche zu finden sind, die Einfluss auf die Chemosensitivitit der Zellen
haben konnen (z.B. GSTMI, vgl. auch Kapitel 4.1.2). Ein weiterer Punkt ist
die grofse Relevanz des Hormon-/Lipidstoffwechsels und der iiberdurch-
schnittlich hohe BMI der untersuchten Patientinnen. |(Campa et al.| (2009)
untersuchten in ihren Experimenten den Einfluss genetischer Variationen
von Genen der Lipidsynthese. Sie konnten zwar keinen Zusammenhang zum
Brustkrebsrisiko, aber dennoch eine Korrelation von BMI und bestimmten
Polymorphismen des FASN-Gens aufzeigen. Die hier dargestellten Ergeb-
nisse sind demnach nicht ursidchlich zu interpretieren, konnen aber doch

Hinweise auf wichtige Prozesse in der (Brust-)Tumorzelle geben.

Nachdem die Ergebnisse der vorliegenden Analysen im Detail diskutiert
wurden, sollen im ndchsten Abschnitt Vor- und Nachteile von Genexpressi-

onsanalysen als Werkzeug fiir die Tumordiagnostik betrachtet werden.
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5.3 GENEXPRESSIONSANALYSEN IN DER KLINISCHEN ANWENDUNG

Methoden der Genexpressionsanalyse finden in der (Brust-)Krebsforschung
breite Anwendung. Mikroarray- und qRT-PCR-basierte Tests werden im-
mer hiufiger in der klinischen Diagnostik eingesetzt (MammaPrint® und
OncotypeDX®, siehe Kapitel 2.3). Dennoch sind sich Forscher und Kliniker
in der Diskussion um den (zusétzlichen) Nutzen von Genprofilen fiir die
Prognose des Krankheitsverlaufs (prognostisch) und der Vorhersage des
Therapieansprechens (pradiktiv) langst nicht einig. Zum einen werden Gen-
profile als neue Chance zur Prognose (van’t Veer et al., 2002} van de Vijver
et al., 2002, und weitere) und als pradiktive Faktoren (Chang et al., 2003}
Pawitan et al., 2005) gesehen, zum anderen besteht die Kritik, dass die relativ
teure und aufwendige Technik keine Zusatzinformationen zu den bisher
verwendeten Routine-Markern (TNM-Status, Hormonrezeptorstatus und
Her2-neu-Status) bereit hélt oder zumindest die bisherigen Studien nicht
ausreichen, um zuverldssige Antworten hiertiber zu finden (Edén et al., 2004;
Reid et al., 2005; Reis-Filho et al., 2006, etc.). Die Argumente beider Seiten
sollen im folgenden Abschnitt vor dem Hintergrund der hier vorgestellten
Studie beleuchtet und abschliefSend diskutiert werden.

Ein Hauptkritikpunkt ist zundchst die geringe Studiengrofie und die sich dar-
aus ergebende mangelnde Reproduzierbarkeit bisheriger Studien. Michiels
et al.| (2005) analysierten sieben Studien und konnten in ihren Berechnungen
grofitenteils die Zuverldssigkeit der Vorhersage mit den dort identifizier-
ten Gensets nicht bestédtigen. Ihre Ergebnisse zeigten, dass die Selektion
bestimmter Gene zur Prognose stark vom analysierten Patientinnenkollektiv
abhidngt und erst durch die Analyse deutlich grofierer Trainingssets eine
zuverldssigere Tumorklassifizierung erreicht werden kann. Auch loannidis
(2005, S.455) stimmt in seinem Kommentar der Forderung nach deutlich
grofieren Stichproben zu und fordert zuséitzlich jeweils eine Validierung der
Daten durch mehrere vollig unabhéngige Forschergruppen: , However, we
should aim for many independent studies with a total of several thousand patients, a
hundred-fold more than the current standard. If we truly believe that microarrays
and molecular research in general are important, we should not settle for less”.
Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analysen wurde auf die
etablierte Gensignatur von van’t Veer et al.|(2002) zuriickgegriffen. Auch hier
wichen die Beobachtungen stark von den publizierten Ergebnissen ab (siehe
Abschnitt , was ihre Abhdngigkeit vom Patientinnenkollektiv und der
Methodik (Bezugsgrofien, Datenverarbeitung etc.) nicht nur im Hinblick auf
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die Genselektion, sondern auch auf die gemessene Genexpression deutlich
macht. In einer neueren Publikation gehen loannidis et al. (2009) noch einen
Schritt weiter und beméngeln die grundsatzlich schlechte Nachvollziehbar-
keit von Genexpressionsanalysen durch fehlende Datenverfiigbarkeit sowie
unvollstandige Angaben zur Auswertung in den publizierten Ergebnissen.
Sie fordern mehr Transparenz bzgl. Studiendesign und Datenverarbeitung

tiir eine bessere Reproduzierbarkeit der Methoden.

Des Weiteren wird von vielen die grofie Anzahl verschiedener Gensets zur
Brustkrebsprognose bzw. die geringe Schnittmenge, die aus den verschie-
denen Expressionstudien resultiert, als problematisch angesehen (Liu et al.,
2008). So zeigen Ein-Dor et al.|(2005) am Beispiel der Amsterdamer Signa-
tur (van’t Veer et al., 2002), dass das resultierende Genset nicht eindeutig
ist, sondern selbst aus der Analyse eines einzigen Datensatzes zahlreiche
unterschiedliche Genlisten resultieren kdnnen. Mogliche Erklarungen hierfiir
sind zum einen die Komplexitdt der Erkrankung mit einer grofien Anzahl
involvierter Gene und die Auswahl der Gene eines Sets auf Basis eines relativ
kleinen homogenen Patientinnenkollektivs. Zudem wird durch das schritt-
weise Vorgehen zur Identifizierung relevanter Gene, wie sie in den meisten
Studien vorgenommen wird, das Genset bereits durch die Auswahl der ers-
ten Gene (in der Regel die mit der grofsten Korrelation zum untersuchten
Endpunkt) beeinflusst (Jenssen und Hovig, 2005). Um dieser Problematik
zu begegnen, wurde in den hier durchgefiihrten Analysen nicht nur auf
eine Gensignatur zuriickgegriffen, sondern zusitzlich eine Literaturrecher-
che zur Auswahl weiterer Gene durchgefiihrt. Grundséatzlich wurde aber
davon ausgegangen, dass die unterschiedlichen Gensets trotz ihrer geringen
Schnittmenge ein dhnliches Potential zur Vorhersage der Prognose haben
und die Betrachtung von Genprofilen im Vergleich zu einzelnen molekularen
Markern auf Gen- oder Proteinebene einen Informationsgewinn bedeutet
(Wirapati et al., 2008).

Es lasst sich schlussfolgern, dass Genprofile, nicht isoliert betrachtet, sondern
vielmehr als Ergdnzung zu den etablierten Prognosefaktoren, ein grofses
Potential fiir die Charakterisierung von Brusttumoren bereit halten. Daher
fordert loannidis| (2007) mehr Studien, die das Potential klassischer Faktoren
mit dem von etablierten Faktoren in Kombination mit Genprofilen verglei-
chen. Sun et al., (2007) zeigen die parallele Beriicksichtigung klinischer und
genetischer Informationen als zukunftsweisenden Weg fiir die Brustkrebsfor-
schung auf. Dabei ist weit weniger die Identifizierung des einen, optimalen

Gensets, als vielmehr die Betrachtung mehrerer, in relevante Stoffwechsel-
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prozesse involvierter Gene, von entscheidender Bedeutung (Ein-Dor et al.,
2005} loannidis, 2007), wie auch in dieser Studie berticksichtigt.

Genprofile nicht nur zur Prognose sondern auch zur Vorhersage des Therapie-
ansprechens nutzen zu konnen, ist ein weiterer wichtiger Schritt zur Verbes-
serung der Versorgung von Brustkrebspatientinnen. Hierfiir sind zusétzliche
Studien nétig, die neben der Information tiber die genbasierte Klassifizierung
der Tumortypen auch Therapieschemata und Langzeit-Uberlebensraten be-
riicksichtigen (Mullan und Millikan, |2007). (Cleator und Ashworth| (2004) sind
der Meinung, dass die Anwendung von Genprofilen als pradiktive Faktoren
durch die Identifizierung von Patientinnen mit Tumoren, die nicht auf eine
bestimmte Therapie ansprechen, das Potential zur Vermeidung von Uber-
versorgung hat. Sie geben aber auch zu bedenken, dass zu einer wirklichen
Verbesserung des Uberlebens und der Lebensqualitit der Patientinnen nicht
nur die Anwendung individualisierter Therapien, sondern auch die Entwick-
lung neuer Chemotherapeutika mit deutlich geringeren Nebenwirkungen im

Vordergrund steht.
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AUSBLICK

Wie bereits in dieser Arbeit angesprochen wurde, ist die Heterogenitit der
Brusttumoren ein offensichtliches Problem fiir die Diagnose und Therapie
des Mammakarzinoms. Genexpressionsanalysen haben sich daher als ein
neuer Ansatz zur besseren Charakterisierung der Erkrankung in der Brust-
krebsforschung etabliert und zu umfangreichen Wissensfortschritten gefiihrt.
So werden auf Basis von Expressionsprofilen fiinf verschiedene Tumortypen
(Luminal A/B, Basal-like, Her2" /ER™, Normal-like) unterschieden, die konkrete
Hinweise auf die Prognose der Patientinnen geben konnen. Damit werden
nicht nur bekannte klinische Unterschiede der Tumoren auf molekularer Ebe-
ne bestitigt, wie z.B. die Relevanz des Ostrogenrezeptors, sondern dariiber
hinaus noch weitere Erkenntnisse erlangt, wie die Unterschiede zwischen den
Subtypen hormonrezeptorpositiver Tumoren (Luminal A und B). Gerade die
Analyse von Gen-Vertretern relevanter Zell-Stoffwechselwege kann weitere
Einblicke in die noch langst nicht vollstindig verstandene Biologie der Tumo-
ren ermoglichen. Die Analyse auf Genebene ist dabei nur ein erster Schritt
der molekularen Tumorcharakterisierung. Fiir umfangreichere Erkenntnisse
der Tumorbiologie miissen auch Analysen auf weiteren Ebenen bertick-
sichtigt werden. Neben den bisher erwdhnten Transcriptomic-Techniken
wie Mikroarrays und quantitativer Real-Time-PCR spielen daher weitere
»omics”-Techniken wie Genomics (Methylierung, SNPS etc.), Proteomics
(Proteinexpression, -interaktion) und Metabolomics (Enzymaktivitat usw.)
eine wichtige Rolle (fiir eine Ubersicht verschiedener Methoden und ihrer
Ansatzpunkte siehe Abbildung [6.1).

Die Analyse der transkribierten DNA in einer Tumorzelle gibt Aufschluss
tiber die Regulation einzelner Gene. Wechselwirkungen mit anderen Ge-
nen, Verdnderungen im Genom oder der Proteinaktivitdt bleiben mit rei-
nen Transkriptionsanalysen jedoch unentdeckt. Wie bereits in dieser Ar-

beit angesprochen, sind die biologischen Prozesse, die zu Entstehung und
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Abbildung 6.1: ,,omics”-Techniken zur Analyse biologischer Prozesse. Quelle: Culhane und
Howlin| (2007).

Fortschreiten eines Tumors beitragen, sehr komplex. Eine Reihe von Stoff-
wechselprozessen ist so eng mit der Tumorentstehung verkniipft, dass von
,Krebs-Pathways” gesprochen wird. Eine wichtige Rolle spielen hier Tran-
skriptionsfaktoren wie z.B. das in vielen Tumoren verdanderte p53 Protein.
Transkriptionsfaktoren steuern die Aktivierung weiterer Gene u.a. durch
direkte Anlagerung an spezifische Bindestellen in der DNA. Das Auffinden
solcher Bindestellen im Genom kann z.B. durch die ChIP-Chip-Technik,
einer Kombination aus Chromatin-Immunopréazipitation (ChIP) und klassi-
scher Mikroarray-Technologie (Chip-Technik), erfolgen. Das zunéchst in vivo
an die DNA gebundene Protein wird mitsamt der DNA-Zielsequenz isoliert,
das Protein anschlieffend entfernt (Chromatin-Immunopréazipitation) und die

Zielsequenz mittels Mikroarrayhybridisierung analysiert.

Transkriptions- und Translationsprozesse in der Zelle konnen zuséatzlich
durch epigenetische Verdnderungen, also Verdnderungen, die nicht in der
DNA-Sequenz festgelegt sind, wie z.B. Methylierung, beeinflusst werden.
Untersuchungen mittels ChIP-Chip-Technik konnen hier neue Erkenntnisse
bzgl. der Transkription zugrunde liegender Prozesse aufzeigen und bieten
damit auch wichtige neue Anhaltspunkt fiir zielgerichtetere Therapien fiir
die Brustkrebserkrankung. Mit diesem Fokus hat sich auch die St. Gallen
Konsensuskonferenz 2009 (Goldhirsch et al., 2009) mit den Ergebnissen sol-
cher Analysen beschiftigt. So haben z.B. Lupien et al.| (2008) die Rolle des
Transkriptionsfaktors FOXA1 (dessen Aktivitdt durch Methylierungsprozesse
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beeinflusst wird) im Steroidrezeptor-Cistrom in hormonabhingigen Tumoren
untersucht (vgl. auch Lupien und Brown, 2009). Das , Cistrom” (in Anleh-
nung an cis-Elemente, die DNA-Bindestellen der Transkriptionsfaktoren oder
auch trans-Elemente) beinhaltet dabei alle miteinander verkniipften und in
Wechselwirkung stehenden Faktoren eines bestimmten Stoffwechselweges.

Eine hdufig beobachtete genomische Verdnderung bestimmter Gene in Tu-
morzellen ist die Amplifikation (siehe z.B. ERBB2 in Brustkrebstumoren,
Kapitel 2.2). Diese Amplifikation muss sich jedoch nicht zwangslaufig auch in
einer gesteigerten Transkription des entsprechenden Gens dufiern und kann
daher auf RNA-Ebene nicht nachgewiesen werden. Genomics-Techniken wie
die vergleichende Genom-Hybridisierung (CGH) ermoglichen hier Analy-
sen auf DNA-Ebene, die ebenfalls im Chip-Format durchgefiihrt werden
konnen (aCGH).

Eine bisher noch nicht erwdhnte Anwendung der Transcriptomic-Technik, die
grofies Potential fiir die Brustkrebsforschung bietet, ist die Untersuchung von
microRNA. Anders als bei der klassischen Genexpressionsanalyse wird hier
die Expression nicht-kodierender microRNAs untersucht, kleine RNAs die
die (posttranskriptionale) Genregulation beeinflussen. Im Zusammenhang
mit Brustkrebs wurden bereits microRNAs identifiziert, deren Fehlen mit
einer hoheren Metastasierungspotenz der Tumoren einher zu gehen scheint
(Goldhirsch et al., 2009).

In der Krebsforschung kommen aufgrund ihrer guten Eignung fiir die
klinische Routine (hohe Durchsatzraten bei relativ geringen Kosten) die
verschiedensten Chip- oder Array-Techniken zur Anwendung. Neben den
bisher aufgefiihrten DN A-Mikroarrays sind fiir die Analyse auf Proteinebe-
ne auch Gewebe-Mikroarrays (Tissue-Microarrays; TMA) interessant. Diese
ermoglichen die parallele immunhistochemische Analyse mehrerer Tumo-
ren. Aber auch Proteinexpressionsanalysen mittels Massenspektrometrie an
Blut- oder Serumproben werden zur Identifizierung neuer Tumormarker
durchgefiihrt (Abramovitz und Leyland-Jones, 2006). Metabolomanalysen
beschreiben nicht nur das Proteinmuster von Tumorzellen, sondern samtliche
Charakteristika eines Stoffwechselweges, wie z.B. die Aktivitat der beteiligten
Enzyme, entstehende Zwischenprodukte und mogliche Interaktionspartner.
Methodisch kommen hier ebenfalls Massenspektrometrie und Kernspin-
resonanzspektroskopie (NMR) zur Anwendung. Untersuchungen an Blut-
oder Serumproben haben grundsétzlich den Vorteil, dass das Probenmate-
rial nicht-invasiv gewonnen werden kann und so eine deutlich geringere

Belastung fiir die Patientin entsteht.
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Die hier vorgestellten Techniken zeigen nur einen Ausschnitt der aktuellen
Entwicklung der molekularen Krebsforschung. Die Methoden dienen nicht
nur zur Identifizierung neuer Tumormarker, sondern tragen zu einem besse-
ren Verstdndnis der Tumorbiologie und der in der Tumorzelle stattfindenden
Prozesse bei. Dadurch konnen gezielt neue Ansatzpunkte fiir Therapien ge-
funden oder bereits bestehende Therapeutika verbessert werden. Insgesamt
lasst sich schlussfolgern, dass durch die Kombination aller verfiigbaren
Techniken auch bestmogliche Erkenntnisse erreicht werden konnten. Ein
Zusammenfiihren der Ergebnisse aus Analysen mit unterschiedlichsten Me-
thoden und Untersuchungsebenen konnte somit zur besseren Diagnose und
gezielteren Therapie von Brustkrebspatientinnen beitragen. , The ultimate goal
is to be able to apply a systems biology approach to the information gleaned from the
combination of these techniques [Genomics, Transcriptomics, Proteomics] in order
to select the best treatment strategy, monitor its effectiveness and make changes
as rapidly as possible where needed to achieve the optimal therapeutic results for
the patient.” (Abramovitz und Leyland-Jones, |2006). Die oftmals mangelnde
Vergleichbarkeit verschiedener Studien und fehlende Standardisierung der
Methoden (vgl. Diskussion der Genexpressionsanalysen fiir die klinische
Anwendung in Kapitel schrinkt diese gewiinschte Kombination von
Techniken allerdings weiterhin ein.

Dartiber hinaus ist auch zu beachten, dass nicht nur Prozesse innerhalb
der Zelle das Krebsrisiko und die Tumorentwicklung beeinflussen, sondern
auch externe Faktoren Einfluss auf diese Prozesse nehmen. Fiir wirklich
umfassende Studien zur Brustkrebserkrankung ware daher zusatzlich die
Beriicksichtigung moglichst vieler patientinnenbezogener Daten von Inter-
esse. So konnten neben dem Alter der Patientinnen auch Informationen zu
Herkunft, Beruf und Lebensstilfaktoren wie Erndhrungs- und Bewegungs-
verhalten Aussagen dariiber ermoglichen, warum sich ein Tumor in einer
bestimmten Art und Weise (weiter-)entwickelt. Dieser Ansatz wurde in der
vorliegenden Studie zwar grundsétzlich beriicksichtigt, konnte jedoch nicht
in vollem Umfang genutzt werden. Die Ergebnisse machen deutlich, dass
dieser Vielzahl von Parametern mit sehr grofiem Stichprobenumfang und
standardisierten Datenerhebungen begegnet werden muss. Hier besteht wei-
terer Forschungsbedarf, um diese oft qualitativ erhobenen verhaltens- und
umgebungsassoziierten Faktoren zu vereinheitlichen und sie vor dem Hin-

tergrund der Genexpressionsprofile systematisiert auswertbar zu machen.

Bisherige Studien haben gezeigt, dass Genexpressionsanalysen grundsatzlich

das Potential haben, die Behandlung von Brustkrebspatientinnen hin zu ei-
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ner individualisierten, stark patientinnenbezogenen Therapie zu verdndern.
Die Erwartungen sind so hoch, dass sich bereits klinische Anwendungen
aus dieser Forschung ergeben haben, wie MammaPrint® und OncotypeDX®.
Der auf Mikroarraytechnologie basierende Test MammaPrint® ermoglicht die
Vorhersage des Metastasierungsrisikos nach einer Brustkrebserkrankung an-
hand eines Genprofils. OncotypeDX® misst die Expression bestimmter Gene
mittels quantitativer Real-Time-PCR zur Vorhersage des Riickfallrisikos und
des Therapieansprechens. Beide Anwendungen wurden bereits in Studien
validiert (TAILORx, TRANSBIG). Eine Therapieentscheidung anhand dieser
expressionsbasierten klinischen Tests erfolgt bisher aber weiterhin nur in
Studien.

Fiir die Ubertragbarkeit von Methoden zur Genexpressionsanalyse in die
klinische Routine spielen nicht nur weitere, grofs angelegte Validierungsstu-
dien eine entscheidende Rolle, vielmehr muss auch die Patientin mit ihren
Bediirfnissen in den Fokus der Aufmerksamkeit geriickt werden. Bei der
Identifizierung spezifischer Gensignaturen fiir Mammatumoren handelt es
sich zwar um einen Ansatz zur Optimierung der Versorgung von sich be-
reits in Behandlung befindender Krebspatientinnen, womit die Gefahr einer
Uberforderung der Patientin durch die Vorhersage einer moglicherweise
schlechten Prognose geringer einzuschétzen ist, als aus einer ,gesunden”
Ausgangssituation heraus. Dennoch konnen aus den nur eingeschrankten
Handlungskonsequenzen, die diese Tests mit sich bringen, Unsicherheiten
entstehen: Die Durchfithrung der Genexpressionsanalysen schiirt bei den
Betroffenen Hoffnungen auf eine bessere, individualisierte Therapie, die so
(noch) nicht zur Verfiigung steht.

Den notwendigen Prozess der Verkniipfung von molekularbiologischen Er-
gebnissen, der klinischen Praxis und Patientenbedtirfnissen konnen gesund-
heitswissenschaftliche Ansdtze vorantreiben. Auch wenn konkrete Umsetzun-
gen noch weitestgehend fehlen, sind erste Bestrebungen in diese Richtung
erkennbar, z.B. im Arbeitsfeld der Public Health Genomik, in dem genom-
basiertes Wissen in die dffentlich koordinierte Gesundheitspravention- und
versorgung integriert werden soll (PHGEN) 2009). Speziell unter praventiven
Aspekten wird die Bedeutung der fachdiszipliniibergreifenden, ganzheitli-
chen Krebsforschung auch von der WHO betont: “... genomics is likely to play
an increasingly important role in cancer prevention, and its new technologies will
undoubtedly become integrated into epidemiological and public health practice.”
WHO) (2002, S.54).
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GENINFORMATION

A.l SEQUENZINFORMATION DER 70O0MER-OLIGONUKLEOTIDE

Reporter Name Lénge Entfern- Tem- Filter- | Oligo-Sequenz

Gesamt- ung per- Krit.

sequenz 3’-Ende atur er-

(bp) (bp) (®) fiillt
R:McBiSet2_1 3737 2253 78 ja gggtgcttectcagatgtcactctggeattcacctetcttcagatgtcaccaccatcaggacaagtgtaa
R:McBiSet2_2 12684 4561 78 ja acacaaaaattccctgeaaatctcccccaccagaactaacagacactgecacgageacaaagagatgece
R:McBiSet2_3 = — 78 ja atcaggtcacactcaggaatcactgactgctggcaaagecactaaaatacectgegaatcteccccacta
R:McBiSet2_4 - - 80 ja agcctaaggtggcagaggagageggagggcagaagagtgegaaggttctcatgeagaatc:
R:McBiSet2_5 9463 4149 80 ja taaatgcatgtcceectggattcaggeectgggtgaccgaagaggectatgteccagtgagtgacatgaa
R:McBiSet2_6 2876 426 78 nein cctaccaggacagaactttccccaattacagggtgactcacageegeattggtgactcacttcaatgtgt
R:McBiSet2_7 4772 572 76 nein acagctgcattag gaggcgcttctececteccctacacctaaaggtgtatttaaactatettgty
R:McBiSet2_8 1703 509 77 nein agagcaacatcctaattggctcagtgeacgtttggeaatagtgecagectgtcttgtctttaatgeatgg
R:McBiSet2_9 5165 5014 86 ja ttetetgtgeteccegegeccctettggegtetggecceggeccccgctcetttcteccgeaacctteect
R:McBiSet2_10 4018 168 82 nein gaccctgagaaggaccctgggagcetctgggaatttggagtgaccaaaggtgtgecctgtacacaggegag
R:McBiSet2_11 1431 378 78 nein aagaccactttgagcagttgcctggaaggctgggeatttecatcatatagacctetgeccttcagagtag
R:McBiSet2_12 3935 435 78 ja ctggecgtttgttttgactcatctggatcacaaggggeactcccagggttaacaaatcagtgaagateee
R:McBiSet2_13 5000 3596 81 ja ttttcectectectggagacgggggaggagaaaaggggagtccagtegtcatgactgagetgaaggeaaa
R:McBiSet2_14 11941 1645 77 ja gtccaaaccactttgectttactgetatttttatccccaatgegtagatatttcccccaggectatagee
R:McBiSet2_15 5830 799 78 ja gagttcgttgtgctgtttctgactee gttecttccagaccegttagetgtetecttgecaage
R:McBiSet2_16 1912 162 78 nein gaaatgaggtctectggecctggtgtgeccttaatgectgtgacagttggectctgtgaatattggtata
R:McBiSet2_17 3558 245 82 nein cattgaagtctccttgggecaccaaaggtggtggecatggtaccggggacttgggagagtgagacccagt
R:McBiSet2_18 1973 482 74 nein tttgaatggaaaacacatggtgtgagtccaaagaaggtgttttcctgaagaactgtctattttctcagte
R:McBiSet2_19 4099 70 77 ja taacattggcgggagggeagttaactggeaggeatggeaaggttgeatat, tacaagctgtt
R:McBiSet2_20 2602 479 78 ja atactggcacagaggtagtctcactgcttgaactaggetgagceaatctgaccctatgggtctaggacaca
R:McBiSet2_21 5128 1817 76 ja cctgtggaaggeagagaaatctaagetgtgtctgeccaatgaataatggaaaatgcecatgaattacctgg
R:McBiSet2_22 4525 319 80 nein tggctgggactgggaacagaacteggtgtecccaccatetgetgtettttetttgecatetetgetccaa
R:McBiSet2_23 3116 2951 78 ja 288 cgcacacacaaagcaacatttggaaatcectgtggactctaaattgeceectetgag
R:McBiSet2_24 638 548 78 ja ggtttatgtgntgggaggetngttgatggcaaatgacagecacagentttaatttgggagecectgtgne
R:McBiSet2_25 4828 3420 77 ja ccagtgaacaacgatggcattttgaaaacagcaaagggcttggattttgaggecaageageagtacattc
R:McBiSet2_26 2378 1640 78 ja acccttggagectagggecategge tgtgtgggragggttatttaatatggtatttgetgtat
R:McBiSet2_27 1548 405 83 ja ataacctggagccctctcacgttcaggcttcgagactgggcteccagetggaggecagtgegeactaget
R:McBiSet2_28 1474 392 78 nein gectttegagetetgeageactcttatctacataaggatgaaggtaatccggagtgageaatggagtgge
R:McBiSet2_29 1682 524 78 nein ttgecatcagttattgetggagetgectttcatttageactctacacagtcacgggacaaagetggectg
R:McBiSet2_30 1787 361 78 nein aggttttttttaaataagtgggtcaagtacaccagecacctccagacaccagtgegtgeteccgatgetg
R:McBiSet2_31 2748 514 74 nein aaggtcctttctaaattectecattgtgagataaggacagtgtcaaagtgataaagettaacacttgace
R:McBiSet2_32 2281 528 78 nein tgagtggggttatctetgtgttaggggtatatgatgggggagtagatctttctaggagggagacactgge
R:McBiSet2_33 2422 967 74 ja gagaagcaattttggggaagggtttgaattgtttictttaaagatgtaatgtccctttcagagacagcetg
R:McBiSet2_34 6276 278 78 nein cacactgcggtaggtcattcttttgccacateectatagaccactgggtttggcaaaactcaggeagaag
R:McBiSet2_35 2819 555 78 ja cceegtgttcaggacacatctattgecagagactcatttcacagectttegttctgetgaccaaatggeca
R:McBiSet2_36 3399 461 77 ja ccagtgtggeccag gccaaaagattggacaccectgetatatactatatgattecatttagaggac
R:McBiSet2_37 5698 798 74 ja agtgaccatctcatgggcattgttttcttetetgetttgtetgtgttttgagtetgctttcttttgtett
R:McBiSet2_38 7260 1866 78 ja gtgaaagtttatgceecteecttgeaaagaccataaagtccagatctggtaggggggeaacaacaaaagg
R:McBiSet2_39 496 403 78 nein acacagtcacccagtagcagcactgtgeccageacaggtaageactcaataatgacgacggttactaagt
R:McBiSet2_40 1312 156 76 ja gecgaagatgaactttgegaatgtatttattggtgecaatecectgggtaagttgaccatatatectcac
R:McBiSet2_41 1412 324 78 nein aaggaagttatggacttggaggagagaaccaagaatggagttatacgggggceagecctctectttaggtg
R:McBiSet2_42 4338 1449 73 ja ggagtatgttaagttgaagtaaaagcaagtactctggagcagttcattttacagtatctacttgeatgtg
R:McBiSet2_43 3635 358 78 nein tttctageggcttttgeagceattagectacaagcetttgtcacteectgecctetgtggtggteactgttt
R:McBiSet2_44 1443 70 76 ja atggtgattgtcatgtaaggcttaacacagtgggtggtgagtictgactaaaggttacctgttgtegtga
R:McBiSet2_45 7940 590 78 nein tgggaagacaggccctcttcaacaggctcaactcagtttecttataacectetgactatgeggatgcetca
R:McBiSet2_46 575 458 78 ja ttcaactgctaaatttttccttgagggctgtttggtgtgtgacccageaagggecctgtgtaggacagea
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Reporter Name Linge Entfern- Tem- Filter- | Oligo-Sequenz

Gesamt- ung per- Krit.

sequenz 3’-Ende atur er-

(bp) (bp) (W] fiillt
R:McBiSet2_47 1161 70 81 ja ttacaggcectgetectgeageatggtecctgecttaggectacctgatggaagtaaagectcaaccaca
R:McBiSet2_48 443 288 76 ja taagcggtectatgeagttcaaaccegtgtttgagaatcaactttatgacttccagtgtceattetccacc
R:McBiSet2_49 1840 314 78 nein atcaatcccattgcataggtttagagagagcegacgtgtgaccactggeattcatttggggggtgggagat
R:McBiSet2_50 3160 70 77 ja ctactggttctacactgtgaggtggcaatgggatttgctcagatgecacccaataaaatgectgttactt
R:McBiSet2_51 1669 589 78 ja cactaagaattcaaactggggcctccagaactcactggggectacagetttgateectgacatetggaat
R:McBiSet2_52 1440 1437 77 ja tcacatttcagccactgctctgagaatttgtgageageccctaacaggctgttacttcactacaactgac
R:McBiSet2_53 525 283 78 ja ttaggccgacagctaaagaactgttctgetcagetgtttcatccattcgacactagategtgeagtggge
R:McBiSet2_54 1641 1061 78 ja cacatccactgtectcatectagtgggggttggcttgeccatttectcetattattcttggagaaacectg
R:McBiSet2_55 1805 1262 78 ja tggtggctggtcatecaaatectggatectttccagagtttgtggagaaattcatgcaaggacaggttce
R:McBiSet2_56 2299 773 74 ja tggactacttcacaaatggttataaagtcatatccacttcttccacaatgaccacagcaaatgaccaage
R:McBiSet2_57 8019 70 74 ja gatcctgetgggeattecattgtaageacctataatcgggaattttcatgtaacagcetttgacatttaaa
R:McBiSet2_58 3729 483 74 nein ggcaggtatctttgtaactataaatagtgcatgctcagecatgtacactgtaaatagectttaccaaacg
R:McBiSet2_59 439 200 78 nein attagaaatgaagactgagggtg: aggagtgatggataatctgetggaggecttgeagtecggg
R:McBiSet2_60 1427 334 77 nein gctgtggtcaaggatttaatagatgagggtcatgeageaactcagetegtcaatcaactecatgatgtgg
R:McBiSet2_61 5777 445 78 ja ggtcaataaggtcaagggaagaccecgtctctataccaaccaaaccaattcaccaacacagttgggacee
R:McBiSet2_62 7923 424 75 ja agtaaac ttgccagttacatgtatgectgeccagttecctttttatttgcagaagcetgtga;
R:McBiSet2_63 1647 189 74 nein ggagccattttgctttaagtgaatggcagteecttgtcttattcagaatataaaattcagtctgaatgge
R:McBiSet2_64 2706 550 76 ja aacctttcceectectgaggacttgeatgacaagtttgtgacaaagatgtecagatttgttatcagtgea
R:McBiSet2_65 3769 260 77 ja cccatgagtactcaacttgecttgatgtetgagcetttccagtgcaatgtgaatttgageagecagaaate
R:McBiSet2_66 3994 2140 78 ja ccteggggectgtttgtatettgttcctttgtgaagtgtgttgeagaaccgacgcttactgtgegagaat
R:McBiSet2_67 3220 3159 82 ja ctgegttegegectteecacteccctegecaccgecegageccaggttatectgaatacatgtctaacaa
R:McBiSet2_68 2534 715 79 nein agtgtccacttttgggcacagecteectecataactgagtggtccacagatttgeactacgggttcteca
R:McBiSet2_69 891 250 78 ja cttctggageaggtcacagtggtgecctetecccatcttcagatcatcagatgtggtctataatgegttt
R:McBiSet2_70 4104 4095 83 ja tgagegagac tgcaccagcgageeggggc g tttcgecaccggag
R:McBiSet2_71 2705 234 77 nein taggcctagtacaatcttgggaacagggttactgtatactgaaggtctgacagtagctcttagactcgee
R:McBiSet2_72 4944 353 78 ja ctgecagagtcactgecccataatcaccatgtcagaagggacectagggcattegtgtectatttatcaa
R:McBiSet2_73 987 633 78 nein gectgeegtgtgaaccatgtgactttgtcacageccaagatagttaagtgggategagacatgtaageag
R:McBiSet2_74 400 238 77 ja ggaagttctgactggaatctagetcgtacatatggattgtggaaataaaggaggacgtggaaagcettgee
R:McBiSet2_75 1616 830 78 nein aaggacagttatgaaacgagtcagctggatgaccagagtgctgaaacccacagecacaageagtccagat
R:McBiSet2_76 2554 446 78 nein aaagtgaccactctgeectgaccecgatcagtt: getgtgcaataaccttectagtacctgagtga
R:McBiSet2_77 2997 527 78 nein atgetgt catagaactccggaatgaccagceatgatattttcagagtcttgtccceggggtattage
R:McBiSet2_78 1079 308 78 ja gtgacattgcttcgetatggagaaggagtttcagageaggcecaaccgagegataagtacegttgagtttg
R:McBiSet2_79 9655 9194 78 ja ggaaatgagatattacatgcttcaaaggtccageatgtctggcttgeacctagtaaageagggecgagac
R:McBiSet2_80 426 327 78 ja aaaaggaattcatcactgtcgtcegc caaccttgaaatggggttggtggagaaagggata
R:McBiSet2_81 1172 467 79 nein tgacacatggcttttcagactcagcagggtgacttgectcagaggctatatcccagtgggggaacaaaga
R:McBiSet2_82 3948 1033 78 ja cactgactcctgtggagatgacttggeaccactctectttcacagagceagagtctgaatagtcttcagag
R:McBiSet2_83 3128 325 78 nein tttgtcgtggagatctggaactttgeacatgteactactggggaggtgttectgetetagettecacgat
R:McBiSet2_84 4700 2496 78 ja actttgtggccaacatgcetcaacaagatcttcggtgaatcagaacccgagatccacgageageactggtt
R:McBiSet2_85 1595 193 75 ja ctctggatccacaggaactggatattctgaaaaccgtaaaggaaatcacaggtttgagcetgaattatcac
R:McBiSet2_86 6636 1503 78 ja ccctggatctcaaaccaggtgagggtgcttcaggtgatctagaagaccctgggtacttggaaaagtaat
R:McBiSet2_87 3465 665 78 nein actcttacagggacccaaatacaatagagacgctccagtctttt; ggctgtegactgggetaagte
R:McBiSet2_88 5228 1014 78 ja gacagctttgtcgatctggecagatgttttttctectttgtccaaaggecagagaccatcccaggaagag
R:McBiSet2_89 8481 5327 81 ja tggaaggtgactcggggaggctgctgtggaaggataactgggtgagcettcatggacaccatgetgeagat
R:McBiSet2_90 510 421 73 nein aggtgaagacttttcatgaattttgtgaacttgccaaaaggggaagggaaaaatctttgtgttacttcac
R:McBiSet2_91 818 453 77 nein aacaggaccaagagcagggageatggcattgcaatgegaaagaaactttttaatcctccagaggaatecg
R:McBiSet2_92 4872 2068 78 ja tgctcagacaggatgtgagttggtttgatgaccctaaaaacaccactggageattgactaccaggcetege
R:McBiSet2_93 1207 461 78 ja cctgtecagtgtggtatggtaggaagagtgtaggtgttggeacgtgaccaaaattcacateectecteat
R:McBiSet2_94 453 183 78 nein ttectttgectgaagetgttttgggaagggtctccacacaggeactgatceteccaagetttggtcatgat
R:McBiSet2_95 2460 988 78 nein gtttagtcccacctettacttectgectcagtetgetttctetactgtetggattaattaggeagectge
R:McBiSet2_96 1546 241 77 ja aactcttggggggaggggtaataaggattttattgttgacttgaaacccccgatgacaaaagactcacge
R:McBiSet2_97 2230 70 74 ja gagttggagaccagccagageaacacagtgagacccccatctctacaaaaataaagaaaatttaaaaatce
R:McBiSet2_98 1427 70 74 ja aatgtcatagtcttgaaatgaaagggaaactgggaaactgggtttctcattaaagttgtttcccactctg
R:McBiSet2_99 4465 536 76 ja gtecttaggataggectatgtgctageccacaaagaatattgtctcattagectgaatgtgecataagac
R:McBiSet2_100 2574 70 74 ja tggggcatcctggatgatttcatcttctggaatattgtttctagaacagtaaaagecttattctaaggtg
R:McBiSet2_101 2038 635 78 nein cttcatccggaccagecgeccagaaaatgcecatcatetataacaacaatgaggacttccaggteggacaa
R:McBiSet2_102 2269 413 78 ja gaggaactgtctcgaactattttcaaagacttaageccagtgeactgaaagtcacggetgegeactgtgt
R:McBiSet2_103 1276 548 77 ja tacctgcagacgtctccaacatcttcatttataaccacatcattttgttecttgecagaccccagaagggg
R:McBiSet2_104 3225 395 83 ja tcccageatgeceegegectgagactggctggaaatgetetgactectgtgaaggeacagecagegttgt
R:McBiSet2_105 1410 200 77 nein gatgaccactacagcagagtaaagcatgtccaaggaaggatgtgctgttacctetgatttccagtactgg
R:McBiSet2_106 1056 816 78 ja geataggttttttgcaaaatatcccecgegatgeccgeacaategggtttttccaggateecttcacaag
R:McBiSet2_107 6316 3344 78 ja tggatccaccagtcccaccccagecttttectttcatctgaacagaatgtgceatttttggaagecteect
R:McBiSet2_108 3024 574 74 nein tgctcattttgagataccetgetatcgatggtegetacaaaccaggaaatactcaagttattatgtgtat
R:McBiSet2_109 3376 1313 74 ja caggacagaatattcaagcacatatcacgtaacagtttaatatggaacaaacatectggaggattgticg
R:McBiSet2_110 1163 507 78 nein gaaggtcectcagacatccccgattgaaagaaccagagaggctetgagaaaccteggg: ttagatca
R:McBiSet2_111 7108 3078 80 ja gctttggggagageegetgtgaggeatacctcaaggecatgetaageactggetttaagatccccaagaa
R:McBiSet2_112 3385 2711 78 ja ggcagtgttgecattgecagtaagecaagagaggtgagggagttcaatggteageactttattttggagg
R:McBiSet2_113 4341 1479 83 ja aggctctcaccttcttcctggacatcacctecccacccagecctcagetettgeggctgetcageacctt
R:McBiSet2_114 3003 551 76 ja ccgectgaaagtgttttggectatatacctcactagecatgctttatgtgggttatcatgg: g8
R:McBiSet2_115 508 362 78 nein gtgaaagacagaattgtggttttectggtgtcacgeecteccagtgtgeaaataagggetgctgtttega
R:McBiSet2_116 4478 278 74 ja tetgtgtaacatggaaacttgtgtgaccattageattgttatcagettgtactggtctcataactetggt
R:McBiSet2_117 561 213 78 nein geaggtcatgcteccatgecceectttttaagecgatatcaacaagactggaatgtttgtgatatcaggg
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R:McBiSet2_118 1793 70 78 ja agtgggtggaggeagecagggcttacctgtacactgacttgagaccagttgaataaaagtgeacacctta
R:McBiSet2_119 1997 575 78 nein catctgtgatcacccacagataatgagcecctttggetaaatggeaccgcetctaaagagggtctgactgag
R:McBiSet2_120 2924 70 75 ja ctgtcaccttttctagaaataaaatcaccctgactgtggggtgateggtctccggagaaaacaaaaaaa
R:McBiSet2_121 542 70 77 ja tattcttctaaatcagcactctcaaaaaagccctaggagttccacctcttcaaacgecgactectctcac
R:McBiSet2_122 566 409 78 nein acagacagcagaacttttctatccaaatgaatgecgteccatggaaagtggetgtectgggaggctacac
R:McBiSet2_123 2150 1363 76 ja caccataaaatgctatgagagttttatgagtggtgccgacagcetttgatgagatgaatgcagagetgeag
R:McBiSet2_124 4194 3942 79 ja atctggacgcggegctgetgaccgacatcgaagacatgcttcagettatcaacaaccaagacagtgactt
R:McBiSet2_125 2360 1174 81 ja accaaaatgctgtgtgetgetgacccacagtggaaaacagattectgecagggagactcagggggaceee
R:McBiSet2_126 2457 70 74 ja aagcccccaggaactactgagtgggagtaataaacttettgtictattaaagtaccgtgtgeagtttaaa
R:McBiSet2_127 6366 1115 74 ja gaagcagctgctttgetctacaaatacctggggeagaaatttgatttgaaaagtattattctctcttcte
R:McBiSet2_128 533 331 75 ja geatgtgcttttgtgtaacgtggatgtaaacagaattgeagtgcetgecgaaattcttgatcttggetaag
R:McBiSet2_129 4111 1661 78 nein tccaccacaaccgaaagtatcatctcagggaaacttaattectgecegtectgetectgeacctecttta
R:McBiSet2_130 517 285 78 nein catcecgagggteatcatggecattegecagtgttttggggtttgaagttggaatcttcagetactgtca
R:McBiSet2_131 4624 70 77 ja gaggcaagtgtggggggtecttctecacacccactttgtecatttgeaaatatattttggaaaacageta
R:McBiSet2_132 1050 246 78 ja tccagggaaaggaaccctgtgtecttgtggeectggagtcagagetggatctgttaaccgtttttctaat
R:McBiSet2_133 6916 6916 77 ja ttttgtttttttttttttcggeggagatectegtt; gctgggaaactcctgeaaaactegagaccagg
R:McBiSet2_134 580 517 78 nein gttgtgactcactgagcaccacttgtcctggaggcetggatgatggaggacatcetggttataggtactgta
R:McBiSet2_135 817 388 78 nein tcgaagacacagaagttgggcaagtcaaatgttgtgtcgtcagttgtgeatecgttgetgeagetegtte
R:McBiSet2_136 1319 231 78 nein atctgeaccgecggecagetgggatetgactgeacgtggettetgatgaatettgegttttttacaaatt
R:McBiSet2_137 2276 319 78 nein tcaggtcttggtaggtgectgeatctgtetgecttetggetgacaatectggaaatctgttctccagaat
R:McBiSet2_138 566 269 78 nein geagtttgttaacctgacatctctgecagtctagtttctgggeaggtttectgtgtcagtattcccecte
R:McBiSet2_139 392 135 78 nein cgeectgetgtggaactggatgttttcagggageccagectttectcatgtcaacacagttcacaatata
R:McBiSet2_140 472 322 82 ja ttaccectcaagaccaggeteeectggecccagetetggggagteagetgtttcaaagactgggtcaact
R:McBiSet2_141 3915 3853 78 ja aaatagtcatgatcccagegagacccagagatgectgtaatggtgagactttggatecttectgaggacg
R:McBiSet2_142 2288 469 77 nein gggtaagetgggatagaaaggecacctcttcactctctatagaatatagtaacctttatgaaacggggec
R:McBiSet2_143 2537 414 78 nein gectttecttaaaggecatecttaaaaccagacccteatggetaccageacctgaaagcettectcgacat
R:McBiSet2_144 6405 1708 78 ja tggatgtgcattagectggatectcagttctcaaatgtgtgtggeagecaggatgactagatectgggtt
R:McBiSet2_145 3370 416 74 ja gettgggeaacagagtgagactctgtcte, gaaagg: gaaaggaccacttgttatag
R:McBiSet2_146 3008 446 78 nein cagggatggggeatgggccagggtttacccagtgggacagaggageaaggtttaaatttgttattgtgta
R:McBiSet2_147 4687 380 78 nein geaccagctgetgggetgggacttgggtettcagatcataaactacgtattecctettgacactcacaat
R:McBiSet2_148 2620 859 78 nein t g tcagcctccacattcagaggceatcacaagtaatggcacaattct
R:McBiSet2_149 2246 392 78 nein ctagggaggtggggtacatttctctgageagtcagggtgggaagaaagaatgcaagagtggactgaatgt
R:McBiSet2_150 4445 450 78 ja cttttcagcacttacaggagttaactgagctggggcatcatggtgtatagacgeectgacactggtcate
R:McBiSet2_151 6456 442 78 ja acccatcgtcagtgtgtgtgtttagagetgtgeaccctagaaacaacatattgteccatgageaggtgee
R:McBiSet2_152 1863 1757 77 ja tacagcaaacccctattccatgctgttatgggtgaaactctgggagattctectattgacccagaaageg
R:McBiSet2_153 7191 848 78 nein tagaaatgaaaaggaaacttgaaacctgggcatggtggctcacgectgtaatcccageactttgggagge
R:McBiSet2_154 1067 367 81 nein tgcacacactaccaatcgttectggaatacagggaggtggtggacggectggagaaggcecatctacaagg
R:McBiSet2_155 6701 377 76 ja gaccttgtgtggcttaatecttaaatagttgetttaggtgttactgggtggaageatggaaagt
R:McBiSet2_156 1428 355 78 nein geeaacttgttgetgageaaaggagecaaaaacatectggatgttgeacggeagettaacgatgeccatt
R:McBiSet2_157 5718 1710 78 ja aggccaactgactctgagccagggttcccccagggaactcagtttteccatatgtaagatgggaaagtta
R:McBiSet2_158 2080 584 78 ja aaagccatttagaacctgggtttcaacgctagecctttetggtttgecataggecctgecaagatactge
R:McBiSet2_159 1155 452 78 nein cctg; gatt; aggctgctgetg ggcagtgaccaaggaggaatttcagggte
R:McBiSet2_160 3614 464 78 nein tcagctctgecctecccgatecectggetecccageacacattectttgaaataaggtttcaatatacat
R:McBiSet2_161 5730 477 78 nein ccatcacaccectgagcagagttagggaggaattctacttcccataaaaggacctctectgagaggeaaa
R:McBiSet2_162 2377 626 77 ja atccttaaaaaagcecacagcatacatectgtecgtccaageagaggageaaaagceteatttctgaagagg
R:McBiSet2_163 6492 760 78 ja gcatctcactggatge t tggagcatgaatggtactgtaccggttcatctggactgeee
R:McBiSet2_164 5504 2004 78 ja cagctcaagagatcccaagtagaatctcagttgattttctggattecccatctcaggecagagecaaggg
R:McBiSet2_165 3572 70 75 ja ggttgegecactacactccagectgggtgacagagtgagactctgectc:
R:McBiSet2_166 3416 3251 81 ja cgctgggacgegactgegeteagttctetecteteggaagetgeagecatgatggaagtttgagagttga
R:McBiSet2_167 1828 778 78 ja tetcttcattttggecatctettecttcaggegtggatgecgeatatgaagttactagcaaggacctegt
R:McBiSet2_168 1209 70 81 ja cagaagccatgagatctggactcacagetgeccccagageccaggeaatggeactgacgetteccattaa
R:McBiSet2_169 931 901 83 ja tgatggtgggtegatgagtaatgcatec gectggaggectgtggttteegeaceegetgecacce
R:McBiSet2_170 6948 1945 77 ja geccctetactgtatattaageccataggcttgtgggaggaaggagaatttccattaggeaagetgtatg
R:McBiSet2_171 2387 823 78 ja tgcaacgtgaacatcttcgacgcecatcgeggagattgggaaccagcetgtatttgttcaaggatgggaagt
R:McBiSet2_172 3546 454 78 ja ccatctgttttagcagagectagacaagggccacagacccagecagaageggaaacttaaaaagtccgaa
R:McBiSet2_173 5496 5145 78 ja gaacc g gtttggotctttctectetgtgectgetctetecag
R:McBiSet2_174 4221 210 78 ja ccctacccatcetectggeagecctactgagtgaaattgggatacatttggetgtcagaaattatacegag
R:McBiSet2_175 4304 2953 75 ja cggtgggggaggagggttgtectacagatgatagaggattttataccccaataatcaactcgtttttata
R:McBiSet2_176 2749 248 78 nein gtgcegtggtggeggtcacteectetgetgecagtgtttggacagaacccaaattctttatttttggtaa
R:McBiSet2_177 6866 1145 77 ja getgttttcactgtggeccctacatetettaacttttgetattactectatgetgectteeggattactg
R:McBiSet2_178 2629 879 78 nein gggcecacttcaccgtactaaccagggaagctgtecctcatgttgaattttctctaacttcaaggeccat
R:McBiSet2_179 11386 2286 74 ja ggaacaaggtttatcaagggatgtcacaaccgtgtggaagttgegtattgtaagetattcaaaaaaagaa
R:McBiSet2_180 1644 427 78 nein actgagagcaatttcaaaaggcetgetgatgtagttcccgggttacctgtatctgaaggacggttctgggg
R:McBiSet2_181 3007 70 80 ja aagtttggagaaaacagaacaataaaccagatgcaggtggtgeccgeceggectetcacctgectecttg
R:McBiSet2_182 1720 1290 75 ja gtttgtggctgggeactcaggaaaatgtttttggtgctaagagtaaaaagecaaccaacaaacacatctc
R:McBiSet2_183 3224 695 77 ja geaggggagttacagggttaaataagatectgtgtgtaaccccaageattggatgactcatagaatggee
R:McBiSet2_184 2169 81 81 ja cagaggtcacaggctgaagegtgaactccagtgtgtcaggagectgggcettcatetttctgetgtgtggt
R:McBiSet2_185 5561 1199 78 ja ccaggtctgaggggageaatggecagaccagtttcagtatctctggeaacagaaacaaggattgaaatgg
R:McBiSet2_186 5927 70 74 ja cctcttttcttteectctcatggtacctgetcatggttatgaagetttcaaagtaaagaacacgaaatac
R:McBiSet2_187 75 ja cagtgccattccactccactcaggttcttcagggecagageccctgeacectgtttggectggteagetg
R:McBiSet2_188 638 160 78 ja gncacaggggctcccaaattaaangctgtggctgteatttgecatcaacnaccctcccancacataaacce
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R:McBiSet2_189 496 70 78 ja ggtctggaggagtagttatcagttgaactgagttaatccacagtggaaggtaacccacteectgeectag
R:McBiSet2_190 575 520 78 ja tctettaattggattcagegtttctggetectcacacacatectetctggty, attcaggtttgtge
R:McBiSet2_191 443 228 76 ja aatggtggagaatgacactggaagtcataaagttgattctcaaacacgggtttgaactgcataggaccge
R:McBiSet2_192 525 354 78 ja cctctegaagectectgttactegttttctaattctcttccageccactgeacgatctagtgtegaatgg
R:McBiSet2_193 439 385 78 nein tctgagacattggactgagactctgecgaacagcettttggeateggtgtectttttettetgtegeggaa
R:McBiSet2_194 400 232 77 ja ggcaagctttccacgtectectttatttccacaatccatatgtacgagcetagattccagtcagaacttee
R:McBiSet2_195 426 308 78 ja aagtccectgegeteegcetttttggggtatecctettcggagegagaagtcacttaaaattttaccecat
R:McBiSet2_196 510 183 73 nein attgcagttacttatgttctttgagtgaagtaacacaaagatttttcecttceecttttggeaagttcac
R:McBiSet2_197 453 70 81 ja tccaggceacccgecegteccaacggeccccatttacttgtctetetettgtcaccagatagacagacaaag
R:McBiSet2_198 1056 433 78 ja acatggaactgtggtgccttctctcttccaggtgettcatgtgecccaccacctgeagttgatcaaaata
R:McBiSet2_199 561 421 78 nein tgceectgatatcacaaacattccagtcttgttgatateggettaaaaaggggggcatgggageatgace
R:McBiSet2_200 566 308 78 nein taaaaaggtgctgeagctctcacggaggttccctaaagacctctageaagttctgageaacagceatcace
R:McBiSet2_201 533 290 75 ja caaggggaaaaatactctcttagccaagatcaagaatttcggeageactgeaattetgtttacatccacg
R:McBiSet2_202 517 425 78 nein gaaatcatttgggttgaatectgggtgtggattctgtictgagaagacagegactgtcacagacgcectee
R:McBiSet2_203 580 70 77 ja tcacaacctgaggaacagctgctggttaccgatttgtattectgtatatactcgacttgngtagecagga
R:McBiSet2_204 566 379 78 nein taatgcaaagaggagggggaatactgacacaggaaacctgeccagaaactagactggeagagatgtcagg
R:McBiSet2_205 392 70 82 ja tggcccacagtaagtegecgtetggragtaagttagetctgeaggtgtggaccccaagaccacacacgge
R:McBiSet2_206 472 220 82 ja agttgacccagtctttgaaacagctgactccccagagetggggccaggggagectggtettgaggggtaa

A.2 GENE

AUS DER 70-GEN-SIGNATUR NACH VAN'T VEER

Reporter Name Gen Name Accession
R:McBiSet2_1 signal peptide, CUB domain, EGF-like 2,SCUBE2 NM_020974
R:McBiSet2_8 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5;UCHL5 NM_015984
R:McBiSet2_11 centromere protein A;CENPA NM_001809
R:McBiSet2_16 small EDRK-rich factor 1A (telomeric);SERF1A NM_021967
R:McBiSet2_31 cyclin E2;CCNE2 NM_057749
R:McBiSet2_34 collagen, type IV, alpha 2,COL4A2 NM_001846
R:McBiSet2_35 WNTT1 inducible signaling pathway protein 1;WISP1 NM_003882
R:McBiSet2_49 BCL2 binding component 3;BBC3 NM_014417
R:McBiSet2_50 aldehyde dehydrogenase 4 family, member A1;ALDH4A1 NM_003748
R:McBiSet2_57 CDC42 binding protein kinase alpha (DMPK-like),CDC42BPA NM_003607
R:McBiSet2_60 replication factor C (activator 1) 4, 37kDa;RFC4 NM_002916
R:McBiSet2_61 fms-related tyrosine kinase 1 (vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor NM_002019
receptor);FLT1
R:McBiSet2_63 origin recognition complex, subunit 6 like (yeast),ORC6L NM_014321
R:McBiSet2_64 diaphanous homolog 3 (Drosophila);DIAPH3 NM_030932
R:McBiSet2_65 minichromosome maintenance deficient 6 homolog (S. cerevisiae) MCM6 NM_005915
R:McBiSet2_66 acyltransferase like 2;AYTL2 NM_024830
R:McBiSet2_78 HRAS:-like suppressor; HRASLS NM_020386
R:McBiSet2_82 glutathione S-transferase M3 (brain);GSTM3 NM_000849
R:McBiSet2_83 protein regulator of cytokinesis 1;PRC1 NM_003981
R:McBiSet2_87 pitrilysin metallopeptidase 1;PITRM1 NM_014889
R:McBiSet2_91 chromosome 16 open reading frame 61,C160rf61 NM_020188
R:McBiSet2_95 deoxycytidine kinase;DCK NM_000788
R:McBiSet2_96 fibroblast growth factor 18;FGF18 NM_003862
R:McBiSet2_100 transforming growth factor, beta 3,TGFB3 NM_003239
R:McBiSet2_104 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha z polypeptide; GNAZ NM_002073
R:McBiSet2_105 peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase;PECI NM_006117
R:McBiSet2_107 insulin-like growth factor binding protein 5;IGFBP5 NM_000599
R:McBiSet2_108 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7,MS4A7 NM_021201
R:McBiSet2_109 exostoses (multiple) EXT1 NM_000127
R:McBiSet2_112 3-oxoacid CoA transferase 1;0XCT1 NM_000436
R:McBiSet2_116 TSPY-like 5;TSPYL5 NM_033512
R:McBiSet2_121 wi32g10.x1 NCI_CGAP_Col6 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2392002 3" cDNA_clone
R:McBiSet2_123 kinetochore associated 2;KNTC2 NM_006101
R:McBiSet2_126 guanine monphosphate synthetase; GMPS NM_003875
R:McBiSet2_135 neuromedin U;NMU NM_006681
R:McBiSet2_141 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3;SLC2A3 NM_006931
R:McBiSet2_142 nucleolar and spindle associated protein 1;NUSAP1 NM_016359
R:McBiSet2_147 exocyst complex component 7;EXOC7 NM_015219
R:McBiSet2_160 vascular endothelial growth factor A;VEGFA NM_003376
R:McBiSet2_161 adaptor-related protein complex 2, beta 1 subunit;AP2B1 NM_001282
R:McBiSet2_170 G protein-coupled receptor 126;GPR126 NM_020455
R:McBiSet2_171 matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase),MMP9 NM_004994
R:McBiSet2_174 denticleless homolog (Drosophila);DTL NM_016448
R:McBiSet2_177 A kinase (PRKA) anchor protein 2;AKAP2 NM_001004065
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R:McBiSet2_180 endothelial cell-specific molecule 1ESM1 NM_007036
R:McBiSet2_181 PREDICTED: Homo sapiens KIAA1442 protein (KIAA1442) XM_044921
R:McBiSet2_182 chromosome 20 open reading frame 46,C200rf46 NM_018354
R:McBiSet2_183 serine/threonine kinase 32B;STK32B NM_018401
R:McBiSet2_185 RAB6B, member RAS oncogene family,;RAB6B NM_016577

R:McBiSet2_188

81114059821 gb | W90004.1 | W90004 zh69b12.51 Soares_fetal_liver_spleen_1NFLS_S1 Homo sapiens cDNA

clone IMAGE:417311 3’, mRNA sequence

cDNA_188_old

R:McBiSet2_189

8112059103 | gb | AA404325.1 | AA404325 zw36g12.s1 Soares_total_fetus_Nb2HF8_9w Homo sapiens
cDNA clone IMAGE:772198 3’, mRNA sequence

c¢DNA_189_old

R:McBiSet2_190

81122703121 gb | AA528243.11 AA528243 nh92b12.s1 NCI_CGAP_Br1.1 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:965951 3’, mRNA sequence

cDNA_190_old

R:McBiSet2_191

gi 12325568 | gb | AA555029.1 1 AA555029 nl16c07.s1 NCI_CGAP_Br2 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1030476 3’, mRNA sequence

cDNA_191_old

R:McBiSet2_192

8112908673 | gb | AA834945.11 AA834945 aj40a09.s1 Soares_testis_NHT Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1392760 3’, mRNA sequence

cDNA_192_old

R:McBiSet2_193

gi13179134 1 gb | AA992378.11 AA992378 ot37g04.51 Soares_testis_NHT Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1618998 3’ similar to TR:008808 O08808 P140MDIA. ;, mRNA sequence

cDNA_193_old

R:McBiSet2_194

gi 13807291 | gb | AI224578.1 | A1224578 qw96b10.x1 NCI_CGAP_Gas4 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1998907 3', mRNA sequence

cDNA_194_old

R:McBiSet2_195

gi 13921501 | gb | AI283268.1 | A1283268 qk50h02.x1 NCI_CGAP_Co8 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1872435 3’, mRNA sequence

c¢DNA_195_old

R:McBiSet2_196

gi141872711gb | A1377418.11 AI377418 tc35c11.x1 Soares_total_fetus_Nb2HF8_9w Homo sapiens cDNA
clone IMAGE:2066612 3, mRNA sequence

c¢DNA_196_old

R:McBiSet2_197

gi14486424 | gb | A1554061.11 Al554061 te49f03.x1 Soares_NFL_T_GBC_S1 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2090045 3’, mRNA sequence

cDNA_197_old

R:McBiSet2_198

gi 14569857 | gb | AI583960.1 | AI583960 ts08g12.x1 NCI_CGAP_Pan1 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2228038 3’, mRNA sequence

cDNA_198_old

R:McBiSet2_199

2114971660 | gb | A1694320.1 | A1694320 wd45d09.x1 Soares_NFL_T_GBC_S1 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2331089 3’, mRNA sequence

cDNA_199_old

R:McBiSet2_200

8115109405 | gb | A1741117.11 A1741117 wg19b08.x1 Soares_NSF_F8_9W_OT_PA_P_S1 Homo sapiens
cDNA clone IMAGE:2365527 3’, mRNA sequence

c¢DNA_200_old

R:McBiSet2_201

gi154245461 gb | A1813331.11 AI813331 wj33e08.x1 NCI_CGAP_Kid12 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2404646 3’, mRNA sequence

cDNA_201_old

R:McBiSet2_202

81154368161 gb | A1817737.11 Al817737 wk25f07.x1 NCI_CGAP_Brn25 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2413381 3’, mRNA sequence

cDNA_202_old

R:McBiSet2_203

gi 15637887 | gb | AI918032.1 | AI918032 tt84f12.x1 NCI_CGAP_Pr28 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2248271 3', mRNA sequence

c¢DNA_203_old

R:McBiSet2_204

gi15839063 | gb | AI992158.1 | A1992158 wt75c08.x1 Soares_thymus_NHFTh Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2513294 3’, mRNA sequence

cDNA_204_old

R:McBiSet2_205

8115863678 | gb | AW014921.1 | AW014921 UI-H-BI0-aaf-e-11-0-ULs1 NCI_CGAP_Subl Homo sapiens
cDNA clone IMAGE:2709213 3’, mRNA sequence

c¢DNA_205_old

R:McBiSet2_206

gi15878414 1 gb | AW024884.1 | AW024884 wu92c03.x1 NCI_CGAP_Kid3 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2527492 3', mRNA sequence

cDNA_206_old

A.3 GENAUSWAHL DES THEMENARRAYS

AUF BASIS VON LITERATUR-

RECHERCHEN

Reporter Name Gen Name NCBI PANTHER (Biol. Process) GeneOntology
Accession (Biol. Process)
R:McBiSet2_2 antigen identified by monoclonal antibody NM_002417 Biological process biological_process
Ki-67;MKI67 unclassified (BP00216) unknown (GO:0000004)
R:McBiSet2_3 antigen identified by monoclonal antibody NM_002417 Biological process biological_process
Ki-67;MKI67 unclassified (BP00216) unknown (GO:0000004)
R:McBiSet2_4 antigen identified by monoclonal antibody NM_002417 Biological process biological_process
Ki-67;MKI67 unclassified (BP00216) unknown (GO:0000004)
R:McBiSet2_5 Homo sapiens filamin B, beta (actin NM_001457 Cell structure and motility
binding protein 278) (FLNB), (BP00285)
Housekeeping gene
R:McBiSet2_6 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, NM_000602 Protein metabolism and protein metabolism
plasminogen activator inhibitor type 1), modification (BP00060) (GO:0019538)
member 1;SERPINE1
R:McBiSet2_7 retinoblastoma 1 (including NM_000321 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
osteosarcoma);RB1
R:McBiSet2_9 insulin-like growth factor 2 (somatomedin NM_000612 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
A);IGF2
R:McBiSet2_10 telomerase reverse transcriptase;TERT NM_198253 Nucleoside, nucleotide and nucleobase, nucleoside,
nucleic acid metabolism nucleotide and nucleic acid
(BP00031) metabolism (GO:0006139)
R:McBiSet2_12 amplified in breast cancer 1;unassigned NM_022070 Biological process biological_process
unclassified (BP00216) unknown (GO:0000004)

XV



unclassified (BP00216)

Reporter Name Gen Name NCBI PANTHER (Biol. Process) GeneOntology
Accession (Biol. Process)
R:McBiSet2_13 progesterone receptor;PGR NM_000926 Neuronal activities No match
(BP00166)
R:McBiSet2_14 v-erb-a erythroblastic leukemia viral NM_005235 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
oncogene homolog 4 (avian);ERBB4
R:McBiSet2_15 kinase insert domain receptor (a type III NM_002253 Cell proliferation and development (GO:0007275)
receptor tyrosine kinase);KDR differentiation (BP00224)
R:McBiSet2_17 matrix metallopeptidase 14 NM_004995 Protein metabolism and protein metabolism
(membrane-inserted),MMP14 modification (BP00060) (GO:0019538)
R:McBiSet2_18 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, NM_002422 Protein metabolism and protein metabolism
progelatinase);MMP3 modification (BP00060) (GO:0019538)
R:McBiSet2_19 histone deacetylase 6;HDAC6 NM_006044 Nucleoside, nucleotide and nucleobase, nucleoside,
nucleic acid metabolism nucleotide and nucleic acid
(BP00031) metabolism (GO:0006139)
R:McBiSet2_20 cytochrome P450, family 1, subfamily A, NM_000499 Electron transport electron transport
polypeptide 1,CYP1A1 (BP00076) (GO:0006118)
R:McBiSet2_21 cytochrome P450, family 1, subfamily B, NM_000104 Electron transport electron transport
polypeptide 1;,CYP1B1 (BP00076) (GO:0006118)
R:McBiSet2_22 L1 cell adhesion molecule;L1ICAM NM_000425 Cell adhesion (BP00124) cell adhesion (GO:0007155)
R:McBiSet2_23 cytochrome P450, family 19, subfamily A, NM_031226 Electron transport electron transport
polypeptide 1;,CYP19A1 (BP00076) (GO:0006118)
R:McBiSet2_25 cadherin 1, type 1, E-cadherin NM_004360 Cell adhesion (BP00124) cell adhesion (GO:0007155)
(epithelial),CDH1
R:McBiSet2_26 platelet-derived growth factor beta NM_033016 Cell proliferation and PARENT: cell proliferation
polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) differentiation (BP00224) (GO:0030154); cell
oncogene homolog);PDGFB differentiation
(GO:0008283)
R:McBiSet2_27 fibroblast growth factor 3 (murine NM_005247 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
mammary tumor virus integration site
(v-int-2) oncogene homolog);FGF3
R:McBiSet2_28 cyclin-dependent kinase 4;CDK4 NM_000075 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
R:McBiSet2_29 cyclin A2;CCNA2 NM_001237 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
R:McBiSet2_30 cyclin E1;CCNE1 NM_057182 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
R:McBiSet2_32 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, NM_078467 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
Cip1);CDKN1A
R:McBiSet2_33 cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, NM_004064 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
Kip1);CDKN1B
R:McBiSet2_36 integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta NM_033666 Cell adhesion (BP00124) cell adhesion (GO:0007155)
polypeptide, antigen CD29 includes
MDF2, MSK12);ITGB1
R:McBiSet2_37 topoisomerase (DNA) II alpha NM_001067 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
170kDa;TOP2A
R:McBiSet2_38 insulin-like growth factor 1 (somatomedin NM_000618 Cell proliferation and development (GO:0007275)
C);IGF1 differentiation (BP00224)
R:McBiSet2_40 mitogen-activated protein kinase NM_139013 Protein metabolism and protein metabolism
14,MAPK14 modification (BP00060) (GO:0019538)
R:McBiSet2_41 mitogen-activated protein kinase NM_139049 Protein metabolism and protein metabolism
8;MAPKS8 modification (BP00060) (GO:0019538)
R:McBiSet2_42 angiopoietin 1;ANGPT1 NM_001146 Developmental processes development (GO:0007275)
(BP00193)
R:McBiSet2_43 F-box protein 31;FBXO31 NM_024735 Biological process biological_process
unclassified (BP00216) unknown (GO:0000004)
R:McBiSet2_44 kallikrein-related peptidase 10;KLK10 NM_145888 Protein metabolism and protein metabolism
modification (BPO0060) (GO:0019538)
R:McBiSet2_45 nuclear receptor co-repressor 1;NCOR1 NM_006311 Nucleoside, nucleotide and nucleobase, nucleoside,
nucleic acid metabolism nucleotide and nucleic acid
(BP00031) metabolism (GO:0006139)
R:McBiSet2_47 glutathione S-transferase M1;GSTM1 NM_000561 Immunity and defense defense response
(BP00148) (GO:0006952)
R:McBiSet2_51 tumor necrosis factor (TNF superfamily, NM_000594 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
member 2);TNF
R:McBiSet2_52 tumor necrosis factor, alpha-induced NM_007115 Signal transduction signal transduction
protein 6,TNFAIP6 (BP00102) (GO:0007165)
R:McBiSet2_54 phosphatidic acid phosphatase type NM_176895 Lipid, fatty acid and lipid metabolism
2A;PPAP2A steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)
R:McBiSet2_55 sulfotransferase family 1E, NM_005420 Lipid, fatty acid and lipid metabolism
estrogen-preferring, member 1,SULT1E1 steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)
R:McBiSet2_56 transmembrane protein with EGF-like and NM_003692 Oncogenesis (BP00281) No match
two follistatin-like domains 1;TMEFF1
R:McBiSet2_58 metadherin; MTDH NM_178812 Biological process biological_process

unknown (GO:0000004)

XVI




Reporter Name Gen Name NCBI PANTHER (Biol. Process) GeneOntology
Accession (Biol. Process)
R:McBiSet2_62 nuclear receptor coactivator 3;NCOA3 NM_006534 Nucleoside, nucleotide and nucleobase, nucleoside,
nucleic acid metabolism nucleotide and nucleic acid
(BP00031) metabolism (GO:0006139)

R:McBiSet2_67 SMAD family member 4,SMAD4 NM_005359 Cell proliferation and development (GO:0007275)

differentiation (BP00224)

R:McBiSet2_68 IMP (inosine monophosphate) NM_183243 Nucleoside, nucleotide and nucleobase, nucleoside,
dehydrogenase 1;IMPDH1 nucleic acid metabolism nucleotide and nucleic acid

(BP00031) metabolism (GO:0006139)

R:McBiSet2_69 BCL2-associated X protein;BAX NM_004324 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)

R:McBiSet2_70 nuclear factor of kappa light polypeptide NM_003998 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
gene enhancer in B-cells 1 (p105);NFKB1

R:McBiSet2_71 Homo sapiens non-POU domain NM_007363 Nucleoside, nucleotide and
containing, octamer-binding (NONO), nucleic acid metabolism
Housekeeping gene (BP00031)

R:McBiSet2_72 nuclear factor of activated T-cells, NM_004554 Developmental processes defense response
cytoplasmic, calcineurin-dependent (BP00193) (GO:0006952)
4;NFATC4

R:McBiSet2_73 Homo sapiens beta-2-microglobulin NM_004048 Immunity and defense
(B2M), Housekeeping gene (BP00148)

R:McBiSet2_75 secreted phosphoprotein 1 (osteopontin, NM_000582 Cell adhesion (BP00124) cell adhesion (GO:0007155)
bone sialoprotein I, early T-lymphocyte
activation 1);SPP1

R:McBiSet2_76 aurora kinase A;AURKA NM_198433 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)

R:McBiSet2_77 citrate synthase;CS NM_004077 Amino acid metabolism amino acid metabolism

(BP00013) (GO:0006520)

R:McBiSet2_79 acetyl-Coenzyme A carboxylase NM_198837 Carbohydrate metabolism carbohydrate metabolism
alpha,ACACA (BP00001) (GO:0005975)

R:McBiSet2_81 vascular endothelial growth factor NM_003377 Cell proliferation and development (GO:0007275)
B,VEGFB differentiation (BP00224)

R:McBiSet2_84 mannose receptor, C type 2,MRC2 NM_006039 Intracellular protein traffic intracellular protein

(BP00125) transport (GO:0006886)

R:McBiSet2_85 epidermal growth factor receptor NM_201283 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian);EGFR

R:McBiSet2_86 RB1-inducible coiled-coil 1,RB1CC1 NM_014781 Developmental processes development (GO:0007275)

(BP00193)

R:McBiSet2_88 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene NM_005238 Cell proliferation and development (GO:0007275)
homolog 1 (avian);ETS1 differentiation (BP00224)

R:McBiSet2_89 fatty acid synthase;FASN NM_004104 Amino acid metabolism amino acid metabolism

(BP00013) (GO:0006520)

R:McBiSet2_92 ATP-binding cassette, sub-family B NM_000927 Transport (BP00141) transport (GO:0006810)
(MDR/TAP), member 1;ABCB1

R:McBiSet2_93 thyroid hormone responsive (SPOT14 NM_003251 Lipid, fatty acid and lipid metabolism
homolog, rat),THRSP steroid metabolism (GO:0006629)

(BP00019)

R:McBiSet2_97 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase NM_000413 Lipid, fatty acid and lipid metabolism

1,HSD17B1 steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)

R:McBiSet2_98 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase NM_002153 Lipid, fatty acid and lipid metabolism

2;HSD17B2 steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)

R:McBiSet2_99 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 NM_000963 Cell proliferation and defense response
(prostaglandin G/H synthase and differentiation (BP00224) (GO:0006952)
cyclooxygenase),PTGS2

R:McBiSet2_101 transketolase (Wernicke-Korsakoff NM_001064 Carbohydrate metabolism carbohydrate metabolism
syndrome); TKT (BP00001) (GO:0005975)

R:McBiSet2_102 angiopoietin 2,ANGPT2 NM_001147 Developmental processes development (GO:0007275)

(BP00193)

R:McBiSet2_103 N-acetyltransferase 2 (arylamine NM_000015 Other metabolism PARENT: metabolism
N-acetyltransferase);NAT2 (BP00289) (GO:0008152)

R:McBiSet2_110 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A NM_000077 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
(melanoma, p16, inhibits CDK4);CDKN2A

R:McBiSet2_111 carbamoyl-phosphate synthetase 2, NM_004341 Amino acid metabolism amino acid metabolism
aspartate transcarbamylase, and (BP00013) (GO:0006520)
dihydroorotase;CAD

R:McBiSet2_113 nitric oxide synthase 3 (endothelial NM_000603 Electron transport electron transport
cell);NOS3 (BP00076) (GO:0006118)

R:McBiSet2_114 hyaluronan synthase 2;HAS2 NM_005328 Carbohydrate metabolism carbohydrate metabolism

(BP00001) (GO:0005975)

R:McBiSet2_115 trefoil factor 1 (breast cancer, NM_003225 Cell proliferation and PARENT: cell proliferation

estrogen-inducible sequence expressed
in); TFF1

differentiation (BP00224)

(GO:0030154); cell
differentiation
(GO:0008283)

XVII



oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma
derived oncogene homolog (avian);ERBB2

Reporter Name Gen Name NCBI PANTHER (Biol. Process) GeneOntology
Accession (Biol. Process)
R:McBiSet2_118 Homo sapiens actin, beta (ACTB), NM_001101 Intracellular protein traffic
Housekeeping gene (BP00125), Cell structure
and motility (BP00285),
Cell cycle (BP00203),
Transport (BP00141)
R:McBiSet2_119 Homo sapiens lysyl-tRNA synthetase NM_005548 Protein metabolism and
(KARS), Housekeeping gene modification (BP00060)
R:McBiSet2_120 phosphofructokinase, liver;PFKL NM_002626 Carbohydrate metabolism carbohydrate metabolism
(BP00001) (GO:0005975)
R:McBiSet2_124 sterol regulatory element binding NM_004176 Lipid, fatty acid and lipid metabolism
transcription factor SREBF1 steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)
R:McBiSet2_125 plasminogen activator, urokinase;PLAU NM_002658 Cell structure and motility defense response
(BP00285) (GO:0006952)
R:McBiSet2_127 steroid sulfatase (microsomal), NM_000351 Lipid, fatty acid and lipid metabolism
arylsulfatase C, isozyme S;STS steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)
R:McBiSet2_129 ADAM metallopeptidase domain 9 NM_003816 Developmental processes development (GO:0007275)
(meltrin gamma); ADAM9 (BP00193)
R:McBiSet2_131 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral NM_004448 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)

R:McBiSet2_132

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 3 (avian);ERBB3

NM_001005915

Cell cycle (BP00203)

cell cycle (GO:0007049)

R:McBiSet2_133 erbb? interacting protein;ERBB2IP NM_018695 Immunity and defense defense response
(BP00148) (G0:0006952)
R:McBiSet2_136 transaldolase 1;TALDO1 NM_006755 Carbohydrate metabolism carbohydrate metabolism
(BP00001) (G0:0005975)
R:McBiSet2_137 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin NM_005940 Protein metabolism and protein metabolism
3);MMP11 modification (BP00060) (GO:0019538)

R:McBiSet2_143

baculoviral IAP repeat-containing 5
(survivin);BIRC5

NM_001012270

Apoptosis (BP00179)

apoptosis (GO:0006915)

1,SERBP1

unclassified (BP00216)

R:McBiSet2_144 platelet-derived growth factor receptor, NM_006206 Cell proliferation and defense response
alpha polypeptide;PDGFRA differentiation (BP00224) (GO:0006952)
R:McBiSet2_145 Homo sapiens peroxisome proliferative NM_032644
activated receptor, alpha (PPARA)
R:McBiSet2_146 v-akt murine thymoma viral oncogene NM_005163 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
homolog 1;AKT1
R:McBiSet2_148 insulin-like growth factor binding protein NM_000598 Homeostasis (BP00267) cell homeostasis
3,IGFBP3 (GO:0019725)
R:McBiSet2_149 insulin-like growth factor binding protein NM_001552 Homeostasis (BP00267) cell homeostasis
4;IGFBP4 (G0:0019725)
R:McBiSet2_150 ATP-binding cassette, sub-family G NM_004827 Transport (BP00141) transport (GO:0006810)
(WHITE), member 2;,ABCG2
R:McBiSet2_151 estrogen receptor 1;ESR1 NM_000125 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
R:McBiSet2_152 peroxisome proliferator-activated receptor NM_015869 Carbohydrate metabolism carbohydrate metabolism
gamma;PPARG (BP00001) (GO:0005975)
R:McBiSet2_153 breast cancer 1, early onset;BRCA1 NM_007294 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
R:McBiSet2_154 catechol-O-methyltransferase; COMT NM_007310 Neuronal activities PARENT: metabolism
(BP00166) (GO:0008152)
R:McBiSet2_155 SERPINET mRNA binding protein NM_015640 Biological process biological_process

unknown (GO:0000004)

R:McBiSet2_156

Homo sapiens hydroxymethylbilane
synthase (HMBS), Housekeeping gene

NM_001024382

Coenzyme and prosthetic
group metabolism
(BP00081)

progelatinase);MMP3

modification (BP00060)

R:McBiSet2_157 platelet-derived growth factor receptor, NM_002609 Cell proliferation and defense response
beta polypeptide;PDGFRB differentiation (BP00224) (GO:0006952)
R:McBiSet2_158 dihydroorotate dehydrogenase; DHODH NM_001361 Nucleoside, nucleotide and nucleobase, nucleoside,
nucleic acid metabolism nucleotide and nucleic acid
(BP00031) metabolism (GO:0006139)
R:McBiSet2_159 ribosomal protein SA;RPSA NM_002295 Biological process biological_process
unclassified (BP00216) unknown (GO:0000004)
R:McBiSet2_162 v-myc myelocytomatosis viral oncogene NM_002467 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
homolog (avian);MYC
R:McBiSet2_163 B-cell CLL/lymphoma 2;BCL2 NM_000633 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
R:McBiSet2_164 | ADAM metallopeptidase domain 12 NM_003474 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
(meltrin alpha);ADAM12
R:McBiSet2_165 ADAM metallopeptidase domain 17 NM_003183 Developmental processes development (GO:0007275)
(tumor necrosis factor, alpha, converting (BP00193)
enzyme);ADAM17
R:McBiSet2_166 phosphatase and tensin homolog NM_000314 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
(mutated in multiple advanced cancers
1),PTEN
R:McBiSet2_167 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, NM_002422 Protein metabolism and protein metabolism

(GO:0019538)

XVIII




Reporter Name Gen Name NCBI PANTHER (Biol. Process) GeneOntology
Accession (Biol. Process)
R:McBiSet2_168 sex hormone-binding globulin,SHBG NM_001040 Lipid, fatty acid and lipid metabolism
steroid metabolism (GO:0006629)
(BP00019)
R:McBiSet2_169 TIMP metallopeptidase inhibitor 1, TIMP1 NM_003254 Developmental processes development (GO:0007275)
(BP00193)

R:McBiSet2_172 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, NM_004530 Protein metabolism and protein metabolism
72kDa gelatinase, 72kDa type IV modification (BP00060) (GO:0019538)
collagenase);MMP2

R:McBiSet2_173 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby NM_000362 Protein metabolism and protein metabolism
fundus dystrophy, modification (BP00060) (GO:0019538)
pseudoinflammatory); TIMP3

R:McBiSet2_175 cyclin D1;CCND1 NM_053056 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)

R:McBiSet2_176 platelet-derived growth factor alpha NM_033023 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)
polypeptide;PDGFA

R:McBiSet2_178 tumor protein p53 (Li-Fraumeni NM_000546 Apoptosis (BP00179) apoptosis (GO:0006915)
syndrome); TP53

R:McBiSet2_179 breast cancer 2, early onset;BRCA2 NM_000059 Nucleoside, nucleotide and No match

nucleic acid metabolism
(BP00031)

R:McBiSet2_184 estrogen receptor 2 (ER beta);ESR2 NM_001437 Cell cycle (BP00203) cell cycle (GO:0007049)

R:McBiSet2_186 ATP-binding cassette, sub-family C NM_004996 Immunity and defense defense response
(CFTR/MRP), member 1;ABCC1 (BP00148) (GO:0006952)

R:McBiSet2_187 Homo sapiens mucin 1, cell surface NM_001457

associated (MUC1)
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RNA-ISOLIERUNG: QUALITATS- UND

QUANTITATSBESTIMMUNG DER GESAMT-RNA

Pro- Eppi-ID ID-intern Pro- Datum Ge- NanoDrop Bioanalyzer An- Real- in
ben- ben- wicht zahl Time Stu-
nr. art (mg) Hybs die
ng/ul 260/ | ng/ul | 28S/ RIN
230 18S

257 257 low-risk1 26.03.2008 60 246.18 | 191 | 278 3.1 6.9 2 nein nein
258 258 0 01.07.2008 56 551.07 | 1.43 | 347 1.8 6.9 2 ja nein
263 263 25-AAA-1 0 26.03.2008 90 428.65 | 2.09 | 496 0.6 39 2 ja nein
264 264 25-AAA-2 0 26.03.2008 90 55.44 036 | 24 0 3.6 0 nein nein
276 276 2 31.10.2008 124 39.08 1.15 0 nein ja
281 281_A 2 22.07.2008 717 23.90 0.28 0 nein ja
281 281_B 2 22.07.2008 717 31.16 0.32 0 nein ja
281 281_C 2 22.07.2008 717 17298 | 1.68 0 nein ja
281 281_D 2 22.07.2008 717 94.41 1.86 0 nein ja
281 281_PoolAB 2 22.07.2008 717 30.15 0.33 0 nein ja
281 281_PoolCD 2 22.07.2008 717 121.65 | 1.77 | 148 21 82 0 nein ja
282 282_A 2 22.07.2008 345 53.76 0.17 0 nein ja
282 282_B 2 22.07.2008 345 52.67 0.53 0 nein ja
282 282_C 2 22.07.2008 345 36.92 1.52 0 nein ja
282 282_Pool 2 22.07.2008 345 46.75 03 41 1.8 7.8 0 nein ja
285 285 25-AA 1 26.05.2008 107 8.44 054 | 7 0 NaN | 0 nein ja
290 290 27-AA 0 18.09.2007 67 192,60 | 145 | 222 0.7 3.8 2 nein ja
296 296 38-A-2 0 27.03.2008 60 279.38 | 1.33 | 449 0.9 5.8 2 nein ja
298 298 51-AA 0 26.05.2008 105 95.43 0.9 85 13 5.9 1 nein ja
299 299_A 2 27.03.2008 520 59.83 0.69 0 nein nein
299 299_B 2 27.03.2008 520 12435 | 1.73 0 nein nein
299 299_C 2 27.03.2008 520 31.97 1.01 0 nein nein
299 299_Pool 2 27.03.2008 520 85.15 1.16 101 2.3 7.7 0 nein nein
300 300 low-risk2 0 26.03.2008 50 173.63 | 1.38 174 1.3 29 2 nein nein
315 315 64-AA 0 26.05.2008 78 15248 | 195 | 246 15 6.2 1 nein ja
322 322 53-A 0 18.09.2007 35 12215 | 117 | 99 22 74 1 nein ja
323 323 34-C 2 19.09.2007 39 7.35 122 | 9 0 NaN | 0 nein ja
324 324 54-A 0 28.11.2007 34 1500.48 2.11 1407 1.7 7 2 ja ja
326 326 55-A-1 0 26.05.2008 39 81.92 142 | 74 1.8 4.7 1 nein ja
329 329 low-risk3 26.03.2008 60 170.16 | 0.77 | 179 0.9 4.2 2 nein nein
338 338_A 44-C 2 01.07.2008 144 35299 | 157 | 469 0.7 54 2 nein ja
338 338_B 44-C 2 01.07.2008 144 507.10 | 2.03 | 367 0.3 4.8 2 ja ja
339 339 low-risk4 26.03.2008 50 188.72 | 1.55 | 192 0.8 4.9 2 nein nein
340 340 60-A 0 28.11.2007 40 6.25 0.63 14 0 1.1 0 nein ja
342 342 0 01.07.2008 56 4.75 0.07 0 nein ja
343 343 0 01.07.2008 84 14.30 0.56 0 nein ja
358 358 73-A 0 01.07.2008 17 11380 | 1.16 | 165 1.9 6.8 1 nein ja
366 366 60-B 1 27.03.2008 30 2.46 0.09 | 1 0 NaN | 0 nein ja
367 367 72-AA 0 26.05.2008 44 20585 | 0.76 | 254 11 4.8 2 nein ja
368 368 63-A 0 27.03.2008 36 139.36 | 1.99 | 489 12 3.9 1 nein nein
370 370 0 01.07.2008 43 58.85 0.4 0 nein nein
375 375 0 01.07.2008 34 18.66 0.6 0 nein ja
386 386 0 01.07.2008 20 25.78 0.54 0 nein ja
389 389 0 26.05.2008 35 14432 | 138 | 184 1.6 6.4 2 nein ja
390 390 70-A 0 01.07.2008 50 22487 | 191 345 2 6.1 2 nein ja
393 393 69-A 0 01.07.2008 35 208.40 | 1.92 | 234 0.9 4.5 2 nein ja
399 399 69-B-1 1 26.05.2008 50 239.42 | 2.03 | 320 23 7.1 2 nein ja
400 400 69-B-2 1 26.05.2008 42 86.85 0.89 | 89 0.9 4.7 1 nein ja
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Pro- Eppi-ID ID-intern Pro- Datum Ge- NanoDrop Bioanalyzer An- Real- in
ben- ben- wicht zahl Time Stu-
nr. art (mg) Hybs die
ng/ul 260/ | ng/ul | 28S/ RIN
230 18S
410 410 74-AA 0 31.10.2008 60 164.79 | 1.98 0 nein ja
425 425 59-B 2 01.07.2008 27.27 0.79 0 nein ja
573 573_A 63-B 2 31.10.2008 270 1021.86| 2.04 0 nein nein
573 573_B 63-B 2 31.10.2008 270 461.00 | 1.28 0 nein nein
583 583 53-B 2 26.05.2008 43 24.75 052 | 2 0 NaN | 0 nein ja
585 585 54-C 2 26.05.2008 86 154.54 | 196 | 213 14 6 2 nein ja
601 601 69-C 2 31.10.2008 74 70.80 0.82 0 nein ja
602 602 70-C 2 31.10.2008 74 21.17 0.39 0 nein ja
1008 1008 1-A 0 01.06.2006 546.92 | 2.02 | 991 0 N/A | 2 ja nein
1009 1009 2-A 0 01.06.2006 4101.00f 1.85 | 6976 | 0 5.2 3 ja ja
1010 1010 3-A 0 01.06.2006 1105.00] 2.19 | 2592.5| 0 4.1 2 ja ja
1011 1011 4-A 0 01.06.2006 3005.00f 2.03 | 4086 | 0 4.6 3 ja ja
1012 1012 5-A-1 0 01.06.2006 381.00 | 2.1 564 0 N/A | 2 ja ja
1013 1013 5-A-2 0 01.06.2006 202.62 | 1.6 286 0 N/A | 2 nein ja
1014 1014 6-A 0 01.06.2006 41.39 124 | 13 0 N/A | 0 nein ja
1015 1015 7-A 0 01.06.2006 1368.00 2.16 | 2181 | 0 N/A | 3 ja ja
1016 1016 8-A 0 02.06.2006 74.33 2 77 0 N/A | 1 nein nein
1017 1017 2-B 1 02.06.2006 27525 | 2.05 | 342 0 N/A | 2 nein ja
1018 1018 9-A 0 02.06.2006 -0.74 - 2 0 N/A | 0 nein nein
0.07

1019 1019 7-B 1 02.06.2006 29.62 0.78 | 80 0 24 0 nein ja
1020 1020 3-B 1 02.06.2006 116.01 | 174 | 111 19 44 1 nein ja
1021 1021 5-B-1 1 02.06.2006 55.99 057 | 0 3.8 3.9 0 nein ja
1022 1022 5-B-2 1 02.06.2006 88.04 112 | 0 3 3.5 1 nein ja
1023 1023 6-B 1 24.07.2006 89.27 187 | 0 0.2 2.6 1 nein ja
1024 1024 10-A 0 24.07.2006 20.06 123 | 18 0 1 0 nein nein
1025 1025 11-A 0 24.07.2006 199.00 | 2.09 | 166 0 2.4 2 nein ja
1026 1026 4-B 1 24.07.2006 15048 | 171 | 127 0 2.7 1 nein ja
1027 1027 12-A-1 1 28.07.2006 87.68 175 | 0 1 nein ja
1028 1028 12-A-2 1 28.07.2006 62.26 155 | 0 0 N/A | 0 nein ja
1029 1029 13-A 2 28.07.2006 9.55 052 | 0 0 2.1 0 nein ja
1030 1030 11-B 1 28.07.2006 378.86 | 2 437 0.4 33 2 ja ja
1031 1031_A 2-C 2 05.12.2006 420 406.18 | 1.7 479 0.9 9.5 3 nein ja
1031 1031_B 2-C 2 05.12.2006 420 1870.00{ 2.11 | 2940 | 2.3 6.8 3 ja ja
1032 1032 14-A 0 05.12.2006 50 823.05 | 2.19 | 1364 | 3.6 7.6 2 ja ja
1033 1033 14-B 1 05.12.2006 53 30894 | 1.75 | 359 3.3 33 2 nein ja
1034 1034_A 5-C-1 2 05.12.2006 330 160.02 | 1.64 | 174 3.3 8.5 2 nein ja
1034 1034_B 5-C-1 2 05.12.2006 330 306.99 | 1.94 | 462 4.8 8.5 2 nein ja
1035 1035 5-C-2 2 05.12.2006 60 68.66 165 | 0 0 N/A | 1 nein ja
1036 1036_A 6-C 2 05.12.2006 470 27351 | 1.73 | 352 34 N/A | 2 ja ja
1036 1036_B 6-C 2 05.12.2006 470 20651 | 1.81 | 262 3.7 N/A | 2 ja ja
1036 1036_Pool 6-C 2 05.12.2006 470 237.84 | 173 2 ja ja
1037 1037_A 17-A 2 05.12.2006 810 117545| 212 | 1197 | 3 8.7 2 ja ja
1037 1037_B 17-A 2 05.12.2006 810 88476 | 2.16 | 970 19 9 2 ja ja
1037 1037_C 17-A 2 05.12.2006 810 1150.00] 2.11 | 1206 | 2 8.9 2 ja ja
1037 1037_Pool 17-A 2 05.12.2006 810 891.64 | 2.05 2 ja ja
1038 1038 4-C 2 15.02.2007 104 57.62 162 | 0 24 5.1 0 nein ja
1039 1039_A 12-B-1 2 17.01.2007 720 55.45 128 | 0 4.3 5.5 0 nein ja
1039 1039_B 12-B-1 2 17.01.2007 720 60.42 116 | 0 0 N/A | 0 nein ja
1040 1040_A 12-B-2 2 17.01.2007 1280 61.88 15 0 43 5.1 0 nein ja
1040 1040_B 12-B-2 2 17.01.2007 1280 28.38 129 | 0 0 2.9 0 nein ja
1040 1040_C 12-B-2 2 17.01.2007 1280 96.46 0.62 | 151 0 2.4 0 nein ja
1040 1040_D 12-B-2 2 17.01.2007 1280 33.93 099 | 0 0 47 0 nein ja
1040 1040_E 12-B-2 2 17.01.2007 1280 39.45 149 | 0 0 4 0 nein ja
1041 1041 3-C 2 05.12.2006 62 55.99 067 | 0 2.3 N/A | 0 nein ja
1042 1042 4-D 2 17.01.2007 200 770.17 | 2.12 | 990 6.6 N/A | 2 ja ja
1043 1043 20-A 0 05.12.2006 13 329.30 | 1.05 | 356 3.2 6.7 2 nein ja
1044 1044 20-B 0 02.02.2007 64 147.58 | 124 | 201 3 8.5 1 nein ja
1045 1045 21-A 0 02.02.2007 50 121.64 | 199 | 132 0 35 1 nein nein
1046 1046 22-A 0 02.02.2007 38 38.19 155 | 0 2.4 4.1 0 nein nein
1047 1047 20-C 1 02.02.2007 65 501.89 | 1.99 | 734 43 8.1 2 ja ja
1048 1048 11-C 2 17.01.2007 220 94.55 147 | 54 6.1 N/A | 1 nein ja
1049 1049 23-A 0 02.02.2007 39 29.31 021 | 0 3.7 N/A | 0 nein ja
1050 1050 24-A 0 02.02.2007 43 87256 | 2.17 | 1334 | 59 N/A | 2 ja ja
1051 1051 25-A 2 17.01.2007 70 28.86 039 | 0 6.7 N/A | 0 nein ja
1052 1052 26-A 0 02.02.2007 49 41.64 12 0 3.3 4.2 0 nein ja
1053 1053 27-A 1 02.02.2007 47 38.34 033 | 0 18.6 N/A | 0 nein ja
1054 1054 24-B 1 15.02.2007 52 1242.73| 219 | 1170 | 54 8.8 2 ja ja
1055 1055_A 14-C 2 22.03.2007 710 22.49 13 13 0 N/A | 0 nein ja
1055 1055_B 14-C 2 22.03.2007 710 47.10 0.13 | 20 3.1 N/A | 0 nein ja
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Pro- Eppi-ID ID-intern Pro- Datum Ge- NanoDrop Bioanalyzer An- Real- in
ben- ben- wicht zahl Time Stu-
nr. art (mg) Hybs die
ng/ul 260/ | ng/ul | 28S/ RIN
230 188

1055 1055_C 14-C 2 22.03.2007 710 24.49 049 | 18 3.3 N/A| 0 nein ja
1055 1055_D 14-C 2 22.03.2007 710 63.20 081 | 32 3.7 N/A| 0 nein ja
1055 1055_E 14-C 2 22.03.2007 710 51.93 096 | 30 3.6 N/A | 0 nein ja
1055 1055_F 14-C 2 22.03.2007 710 62.57 156 | 48 2.5 8.3 0 nein ja
1056 1056 28-A 1 15.02.2007 35 15.75 036 | 0 3.6 44 0 nein ja
1057 1057 23-B 1 15.02.2007 36 75.96 0.87 | 22 0 N/A | 1 nein ja
1058 1058 29-A 0 15.02.2007 46 31752 | 161 | 319 4.2 N/A | 2 nein ja
1059 1059 30-A 1 15.02.2007 33 73.93 171 | 60 3.3 N/A | 1 nein ja
1060 1060 31-A 0 15.02.2007 | 40 149.57 | 196 | 124 4.8 N/A | 2 nein nein
1061 1061 32-A-1 1 15.02.2007 28 30.87 123 | 0 2.7 N/A | 0 nein ja
1062 1062 32-A-2 1 21.03.2007 30 35.30 0.87 | 12 0 1 0 nein ja
1063 1063 33-A 0 21.03.2007 | 40 24079 | 1.92 | 237 6.5 N/A nein nein
1064 1064 29-B-1 1 21.03.2007 | 40 72.18 0.17 | 66 2.6 N/A | 1 nein ja
1065 1065 29-B-2 1 21.03.2007 50 70.11 078 | 23 0 43 1 nein ja
1066 1066 34-A 0 21.03.2007 50 21136 | 0.68 | 273 4.6 N/A | 2 nein ja
1067 1067 35-A 0 21.03.2007 | 40 251.66 | 1.97 | 272 3.6 N/A | 2 nein ja
1068 1068 36-A 0 21.03.2007 35 460.56 | 1.97 | 603 4.2 8.7 2 ja ja
1069 1069 37-A 0 21.03.2007 36 48.57 143 | 34 4.2 N/A | 0 nein ja
1070 1070 34-B-1 1 22.03.2007 | 40 564.98 | 1.82 | 725 4 8.5 2 ja ja
1071 1071 34-B-2 1 22.03.2007 | 44 458.57 | 1.44 | 545 3 9.1 2 nein ja
1072 1072 38-A 0 08.05.2007 40 78555 | 14 917 2.7 8.3 2 ja ja
1073 1073 39-A 0 08.05.2007 | 40 130.78 | 194 | 136 2 3.1 2 nein ja
1074 1074 35-B 1 08.05.2007 64 34.98 0.38 | 20 0 1 0 nein ja
1075 1075 38-B 1 08.05.2007 27 31892 | 1.69 | 278 4.5 8.2 2 nein ja
1076 1076 37-B 1 29.05.2007 | 46 17846 | 1.64 | 139 2 6.5 2 nein ja
1077 1077 39-B 1 29.05.2007 | 46 19.13 0.63 | 14 0 N/A| 0 nein ja
1078 1078_A 27-B 2 29.05.2007 | 396 35.68 118 | 44 1.6 N/A| 0 nein ja
1078 1078_B 27-B 2 29.05.2007 396 46.02 1.57 0 nein ja
1078 1078_C 27-B 2 29.05.2007 396 51.83 0.24 0 nein ja
1079 1079 40-A 0 29.05.2007 61 41140 | 1.74 | 403 0 N/A | 2 ja ja
1080 1080_A 20-D 2 29.05.2007 178 51.24 045 | 37 0 54 1 nein ja
1080 1080_B 20-D 2 29.05.2007 178 70.21 137 | 69 0.8 N/A | 1 nein ja
1081 1081_A 32-B 2 29.05.2007 128 110.63 | 147 | 125 0.1 43 2 nein ja
1081 1081_B 32-B 2 29.05.2007 128 80.54 1.1 47 0 N/A | 2 nein ja
1082 1082 43-A 0 18.09.2007 44 188.57 | 0.58 | 267 13 4.8 2 nein nein
1083 1083_A 24-C 2 17.09.2007 226 931.01 | 22 3 nein ja
1083 1083_B 24-C 2 17.09.2007 | 226 1670.29| 1.97 3 nein ja
1083 1083_Pool 24-C 2 17.09.2007 | 226 1972.83| 2.05 | 2264 | 0 8.6 3 ja ja
1084 1084 44-A 0 04.07.2007 40 39.81 0.17 | 30 0.1 43 0 nein ja
1085 1085 40-B 1 04.07.2007 30 38.53 1.02 | 40 2.9 6 0 nein ja
1086 1086_A 29-C 2 17.09.2007 | 256 176.52 | 191 1 nein ja
1086 1086_B 29-C 2 17.09.2007 256 11049 | 1.75 1 nein ja
1086 1086_Pool 29-C 2 17.09.2007 256 140.01 | 1.8 159 2.1 8.2 1 nein ja
1087 1087 30-B 2 17.09.2007 130 40.28 035 | 37 18 74 0 nein ja
1088 1088 44-B 1 04.07.2007 | 40 190.38 | 1.89 | 200 1 5.7 2 nein ja
1089 1089 45-A 0 04.07.2007 75 40946 | 0.84 | 437 15 4.9 2 ja nein
1090 1090 46-A 0 18.09.2007 | 40 12.93 026 | 5 0 N/A | 0 nein nein
1091 1091_A 36-B 2 17.09.2007 145 29.11 134 | 33 17 7.1 2 nein ja
1091 1091_B 36-B 2 17.09.2007 145 157.11 | 1.78 | 194 17 6.9 2 nein ja
1092 1092_A 26-B 2 17.09.2007 247 86.70 15 100 17 6.4 1 nein ja
1092 1092_B 26-B 2 17.09.2007 247 49.57 0.16 | 57 1.8 6.5 1 nein ja
1093 1093 49-A 0 18.09.2007 63 14.44 088 | 9 17 N/A| 0 nein ja
1094 1094 38-C 2 17.09.2007 66 122.77 | 1.2 120 1.8 74 1 nein ja
1095 1095 50-A 2 18.09.2007 | 44 18.33 0.09 | 19 1.2 5.8 0 nein ja
1096 1096 37-C 2 18.09.2007 72 610.10 | 1.52 | 782 2.6 7.1 2 ja ja
1098 1098_A 51-A 2 19.09.2007 858 21495 | 2.03 2 ja ja
1098 1098_B 51-A 2 19.09.2007 858 710.18 | 2.02 2 ja ja
1098 1098_C 51-A 2 19.09.2007 858 101.85 | 145 2 ja ja
1098 1098_D 51-A 2 19.09.2007 858 863.78 | 2.11 2 ja ja
1098 1098_E 51-A 2 19.09.2007 858 563.52 | 2.1 2 ja ja
1098 1098_Pool 51-A 2 19.09.2007 858 69271 | 2.04 | 848 1.8 6.9 2 ja ja
1099 1099 52-A 0 18.09.2007 74 683.27 | 1.88 | 1004 | 26 6.7 2 ja ja
1100 1100_A 39-C 2 28.11.2007 | 43 8.22 0.31 2 nein ja
1100 1100_B 39-C 2 28.11.2007 43 22204 | 1.02 | 271 2.7 5.1 2 nein ja
1101 1101 49-B 1 28.11.2007 | 40 57.08 0.7 52 3.1 4.8 0 nein ja
1102 1102 55-A 0 28.11.2007 10 10.60 045 | 7 0 NaN | 0 nein ja
1103 1103 56-A 1 28.11.2007 40 20.48 044 | 1 0 NaN | 0 nein ja
1104 1104_A 40-C 2 28.11.2007 140 56.59 1.68 | 67 0 2.3 1 nein ja
1104 1104_B 40-C 2 28.11.2007 140 129.77 | 0.62 1 nein ja
1105 1105 58-A 0 28.11.2007 | 37 237.07 | 0.71 | 341 0.6 44 2 nein ja
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Pro- Eppi-ID ID-intern Pro- Datum Ge- NanoDrop Bioanalyzer An- Real- in
ben- ben- wicht zahl Time Stu-
nr. art (mg) Hybs die

ng/ul 260/ | ng/ul | 28S/ RIN

230 18S

1106 1106 59-A 0 28.11.2007 42 22664 | 1.1 297 3.1 7.3 2 nein ja
1107 1107 54-B 1 28.11.2007 50 60250 | 1.96 | 722 2.4 7.8 2 ja ja
1108 1108 58-B 1 27.03.2008 40 4.93 003 | 3 0 NaN | 0 nein ja
1111 1111 64-A 2 27.03.2008 36 230.08 | 1.56 | 280 1.1 6.2 2 nein ja
1112 1112 65-A 0 27.03.2008 33 89.55 128 | 213 15 5.8 1 nein ja
1113 1113 66-A 0 27.03.2008 30 19.79 073 | 6 0 NaN | 0 nein ja
1114 1114 67-A 0 26.05.2008 43 887.92 | 0.82 | 933 2.5 7.8 2 ja ja
1115 1115 68-A 0 26.05.2008 25 33.02 044 | 26 2.1 5.4 0 nein ja
1116 1116 52-B 2 26.05.2008 73 38.23 107 | 28 2.1 49 0 nein ja
1117 1117 67-B 1 26.05.2008 37 19.85 085 | 15 12 4.1 0 nein ja
1119 1119 68-B 1 26.05.2008 36 13.82 031 | 9 0 NaN | 0 nein ja
1120 1120 72-A 1 26.05.2008 49 325.85 | 2.03 | 300 0.9 5 2 nein ja
1121 1121 70-B 0 26.05.2008 65 47.00 0.58 | 66 0 2.6 0 nein ja
1122 1122 60-C 2 18.06.2008 46 540.38 | 1.74 | 399 22 7.8 2 ja ja
1123 1123 71-A 0 18.06.2008 41 209.67 | 143 | 313 2.4 8.2 2 nein
1124 1124 74-A 22.07.2008 33 64.72 0.62 | 65 15 7.4 0 nein ja
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UBERSICHT DER MIKROARRAYEXPERIMENTE

Slide-ID Slide-Feld Tumorprobe Replikat EMMA-Value
Mc2001501 Mc2001501_A3 1009 10091_BPO 2-A_1009_BP-0
Mc2001501 Mc2001S01_A5 1011 10111_BP0O 4-A_1011_BP-0
Mc2001S01 Mc2001501_B2 1015 1015I_BPO 7-A_1015_BP-0
Mc2001501 Mc2001501_B4 1031_B 1031BI_OP 2-C_1031B_OP
Mc2001501 Mc2001501_A1 Yellowl Yellowl
Mc2001501 Mc2001S01_B6 Yellowll Yellowll
Mc2002S01 Mc2002501_A1 1009 100911_BPO 2-A_1009_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_A2 1010 1010I_BPO 3-A_1010_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_A3 1011 101111_BP0O 4-A_1011_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_A4 1012 1012I_BPO 5-A-1_1012_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_A5 1013 10131_BPO 5-A-2_1013_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_A6 1015 101511_BP0O 7-A_1015_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_B1 1017 10171_BP1 2-B_1017_BP-1
Mc2002501 Mc2002501_B2 1025 1025I_BPO 11-A_1025_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_B3 1030 10301_BP1 11-B_1030_BP-1
Mc2002501 Mc2002501_B4 1031_B 1031BII_OP 2-C_1031B_OP
Mc2002501 Mc2002501_B5 1032 1032I_BPO 14-A_1032_BP-0
Mc2002501 Mc2002501_B6 1033 10331_BP1 14-B_1033_BP-1
Mc2003501 Mc2003501_A1 1034_B 1034BI_OP 5-C-1_1034B_OP
Mc2003501 Mc2003501_A2 1036_Pool 10361_OP 6-C_1036_OP
Mc2003501 Mc2003501_A3 1037_Pool 10371_OP 17-A_1037_OP
Mc2003501 Mc2003501_A4 1042 10421_OP 4-D_1042_OP
Mc2003501 Mc2003501_A5 1047 10471_BP1 20-C_1047_BP-1
Mc2003501 Mc2003501_A6 1050 10501_BP0O 24-A_1050_BP-0
Mc2003S01 Mc2003501_B1 1054 10541_BP1 24-B_1054_BP-1
Mc2003501 Mc2003501_B2 1058 10581_BPO 29-A_1058_BP-0
Mc2003501 Mc2003501_B3 1060 10601_BPO 31-A_1060_BP-0
Mc2003501 Mc2003501_B4 1067 10671_BP0O 35-A_1067_BP-0
Mc2003501 Mc2003501_B5 1068 10681_BPO 36-A_1068_BP-0
Mc2003501 Mc2003501_B6 1070 10701_BP1 34-B-1_1070_BP-1
Mc2004501 Mc2004501_A1 1016 1016_BPO 8-A_1016_BP-0
Mc2004501 Mc2004501_A2 1020 1020_BP1 3-B_1020_BP-1
Mc2004501 Mc2004501_A3 1023 1023_BP1 6-B_1023_BP-1
Mc2004501 Mc2004501_A4 1026 1026_BP1 4-B_1026_BP-1
Mc2004501 Mc2004S01_A5 1027 1027_BP1 12-A-1_1027_BP-1
Mc2004501 Mc2004501_A6 1035 1035_OP 5-C-2_1035_OP
Mc2004501 Mc2004501_B1 1045 1045_BPO 21-A_1045_BP-0
Mc2004501 Mc2004501_B2 1048 1048_OP 11-C_1048_OP
Mc2004501 Mc2004501_B3 1059 1059_BP1 30-A_1059_BP-1
Mc2004501 Mc2004501_B4 1071 10711_BP1 34-B-2_1071_BP-1
Mc2004501 Mc2004501_B5 1072 10721_BP0O 38-A_1072_BP-0
Mc2004501 Mc2004501_B6 1075 10751_BP1 38-B_1075_BP-1
Mc2005501 Mc2005501_A1 1009 1009111_BPO 2-A_1009_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_A2 1010 101011_BPO 3-A_1010_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_A3 1011 1011111_BPO 4-A_1011_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_A4 1012 101211_BPO 5-A-1_1012_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_A5 1013 1013II_BPO 5-A-2_1013_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_A6 1015 1015111_BPO 7-A_1015_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_B1 1017 101711_BP1 2-B_1017_BP-1
Mc2005501 Mc2005501_B2 1025 102511_BPO N.A.

Mc2005501 Mc2005501_B3 1030 1030II_BP1 11-B_1030_BP-1
Mc2005501 Mc2005501_B4 1031_B 1031BIII_OP 2-C_1031B_OP
Mc2005501 Mc2005501_B6 1073 10731_BP0O 39-A_1073_BP-0
Mc2005501 Mc2005501_B5 YellowlII YellowlII
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Slide-ID Slide-Feld Tumorprobe Replikat EMMA-Value
Mc2006501 Mc2006501_A1 1032 103211_BP0O 14-A_1032_BP-0
Mc2006501 Mc2006501_A2 1033 1033I1_BP1 14-B_1033_BP-1
Mc2006501 Mc2006501_A3 1034_B 1034BII_OP 5-C-1_1034B_OP
Mc2006501 Mc2006501_A4 1036_Pool 103611_OP 6-C_1036_OP
Mc2006501 Mc2006501_A5 1037_Pool 103711_OP 17-A_1037_OP
Mc2006501 Mc2006501_A6 1042 104211_OP 4-D_1042_OP
Mc2006501 Mc2006S01_B1 1047 104711_BP1 20-C_1047_BP-1
Mc2006501 Mc2006501_B2 1050 105011_BPO 24-A_1050_BP-0
Mc2006501 Mc2006501_B3 1054 105411_BP1 24-B_1054_BP-1
Mc2006501 Mc2006S01_B4 1058 105811_BPO 29-A_1058_BP-0
Mc2006501 Mc2006501_B5 1076 10761_BP1 37-B_1076_BP-1
Mc2006501 Mc2006501_B6 1079 10791_BP0O 40-A_1079_BP-0
Mc2007501 Mc2007S01_A1 1060 106011_BP0O 31-A_1060_BP-0
Mc2007501 Mc2007501_A2 1067 106711_BPO 35-A_1067_BP-0
Mc2007501 Mc2007501_A3 1068 106811_BP0 36-A_1068_BP-0
Mc2007501 Mc2007S01_A4 1070 107011_BP1 34-B-1_1070_BP-1
Mc2007501 Mc2007501_A5 1071 107111_BP1 34-B-2_1071_BP-1
Mc2007501 Mc2007501_A6 1072 107211_BPO 38-A_1072_BP-0
Mc2007501 Mc2007501_B1 1075 107511_BP1 38-B_1075_BP-1
Mc2007501 Mc2007501_B2 1076 107611_BP1 37-B_1076_BP-1
Mc2007501 Mc2007S01_B3 1079 107911_BPO 40-A_1079_BP-0
Mc2007501 Mc2007501_B4 1080_B 1080B_OP 20-D_1080B_OP
Mc2007501 Mc2007S01_B5 1081_A 1081A_OP 32-B_1081AB_OP
Mc2007501 Mc2007S01_B6 YellowIV YellowIV
Mc2008501 Mc2008501_A4 1083_Pool 108311T_OP 24-C_1083_OP
Mc2008501 Mc2008501_A5 1088 108811_BP1 44-B_1088_BP-1
Mc2008501 Mc2008501_A6 1089 108911_BP0O 45-A_1089_BP-0
Mc2008501 Mc2008S01_B1 1091_B 1091BII_OP 36-B_1091B_OP
Mc2008501 Mc2008501_B2 1092_A 1092A_OP 26-B_1092A_OP
Mc2008501 Mc2008501_B3 1094 1094_OP 38-C_1094_OP
Mc2008501 Mc2008501_B4 1096 109611_OP 37-C_1096_OP
Mc2008501 Mc2008S01_B5 1098_Pool 1098I1_OP 51-A_1098_OP
Mc2008501 Mc2008501_B6 1099 109911_BPO 52-A_1099_BP-0
Mc2008501 Mc2008501_A2 290 29011_BP 27-AA_290_BP
Mc2008501 Mc2008501_A3 322 322_BP 53-A_322_BP
Mc2008501 Mc2008501_A1 YellowV YellowV
Mc2009502 Mc2009502_B5 1022 1022_BP1 5-B-2_1022_BP-1
Mc2009502 Mc2009502_A2 1043 10431_BP0O 20-A_1043_BP-0
Mc2009502 Mc2009S02_A3 1044 1044_BPO 20-B_1044_BP-0
Mc2009S02 Mc2009502_A4 1057 1057_BP1 23-B_1057_BP-1
Mc2009502 Mc2009502_A5 1064 1064_BP1 29-B-1_1064_BP-1
Mc2009502 Mc2009S02_A6 1065 1065_BP1 29-B-2_1065_BP-1
Mc2009502 Mc2009S02_B1 1066 10661_BP0O 34-A_1066_BP-0
Mc2009502 Mc2009502_B2 1073 107311_BPO 39-A_1073_BP-0
Mc2009502 Mc2009502_B3 1081_B 1081B_OP 32-B_1081AB_OP
Mc2009502 Mc2009S02_B4 1082 10821_BP0O 43-A_1082_BP-0
Mc2009502 Mc2009502_A1 1083_Pool 10831_OP N.A.

Mc2009502 Mc2009S02_B6 1086_Pool 1086_OP 29-C_1086_OP
Mc2010502 Mc2010502_A3 1043 104311_BPO 20-A_1043_BP-0
Mc2010S02 Mc2010S02_A4 1066 106611_BPO 34-A_1066_BP-0
Mc2010S02 Mc2010S02_A5 1082 108211_BP0O 43-A_1082_BP-0
Mc2010S02 Mc2010S02_A6 1083_Pool 108311_OP 24-C_1083_OP
Mc2010S02 Mc2010S02_B1 1088 10881_BP1 44-B_1088_BP-1
Mc2010502 Mc2010S02_B2 1089 10891_BP0O 45-A_1089_BP-0
Mc2010S02 Mc2010S02_B3 1091_B 1091BI_OP 36-B_1091B_OP
Mc2010502 Mc2010S02_B4 1096 10961_OP 37-C_1096_OP
Mc2010S02 Mc2010S02_B5 1098_Pool 10981_OP 51-A_1098_OP
Mc2010S02 Mc2010S02_B6 1099 10991_BP0O 52-A_1099_BP-0
Mc2010S02 Mc2010502_A2 290 2901_BP 27-AA_290_BP
Mc2010802 Mc2010S02_A1 YellowVI YellowVI
Mc2011502 Mc2011S02_A1 257 2571 N.A.

Mc2011502 Mc2011502_A2 263 2631_BP-0 25-AAA-1_263_BP-0
Mc2011502 Mc2011502_A3 296 2961_BP-0 38-A-2_296_BP-0
Mc2011502 Mc2011S02_A4 300 3001 N.A.

Mc2011502 Mc2011502_A5 315 315_BP-0 64-AA_315_BP-0
Mc2011502 Mc2011502_A6 324 3241_BP-0 54-A_324_BP-0
Mc2011502 Mc2011502_B1 326 326_BP-0 55-A-2_326_BP-0
Mc2011502 Mc2011S02_B2 329 3291 N.A.

Mc2011502 Mc2011502_B3 339 3391 N.A.

Mc2011502 Mc2011502_B4 368 368_BP-0 63-A_368_BP-0
Mc2011502 Mc2011802_B5 389 3891 389

Mc2011502 Mc2011502_B6 399 3991_BP-1 69-B-1_399_BP-1
Mc2012502 Mc2012502_A1 1008 1008I_BP-0 1-A_1008_BP-0
Mc2012502 Mc2012502_A2 1104_A 1104A_OP 40-C_1104A_OP

XXX




Slide-ID Slide-Feld Tumorprobe Replikat EMMA-Value
Mc2012502 Mc2012502_A3 1107 11071_BP-1 54-B_1107_BP-1
Mc2012502 Mc2012502_A4 1111 11111_0OP 64-A_1111_OP
Mc2012502 Mc2012502_A5 1120 11201_OP 72-A_1120_OP
Mc2012502 Mc2012502_A6 1122 11221_OP 60-C_1122_OP
Mc2012502 Mc2012502_B1 1123 11231_BP-0 71-A_1123_BP-0
Mc2012502 Mc2012502_B3 257 25711 N.A.

Mc2012502 Mc2012502_B4 263 26311_BP-0 25-AAA-1_263_BP-0
Mc2012502 Mc2012502_B5 296 29611_BP-0 38-A-2_296_BP-0
Mc2012502 Mc2012502_B6 300 30011 N.A.

Mc2012502 Mc2012502_B2 585 5851_OP 54-C_585_OP
Mc2013502 Mc2013502_B3 1100_B 1100BI_OP 39-C_1100B_OP
Mc2013502 Mc2013502_B4 1105 1105I_BP-0 58-A_1105_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_B5 1106 1106I_BP-0 59-A_1106_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_B6 1114 11141_BP-0 67-A_1114_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_A1 258 2581_BP 258_BP
Mc2013502 Mc2013502_A2 298 298_BP-0 51-AA_298_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_A3 338_B 338BI_OP 44-C_338B_OP
Mc2013502 Mc2013502_A4 358 358_BP-0 73-A_358_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_A5 367 3671_BP-0 72-AA_367_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_A6 390 3901_BP-0 70-A_390_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_B1 393 3931_BP-0 69-A_393_BP-0
Mc2013502 Mc2013502_B2 400 400_BP-1 69-B-2_400_BP-1
Mc2014502 Mc2014502_A2 1008 1008II_BP-0 1-A_1008_BP-0
Mc2014502 Mc2014502_A3 1100_B 1100BII_OP 39-C_1100B_OP
Mc2014502 Mc2014502_A4 1105 110511_BP-0 58-A_1105_BP-0
Mc2014502 Mc2014502_A5 1106 110611_BP-0 59-A_1106_BP-0
Mc2014502 Mc2014502_A6 1107 110711_BP-1 54-B_1107_BP-1
Mc2014502 Mc2014502_B1 1111 111111_OP 64-A_1111_OP
Mc2014502 Mc2014502_B2 1112 1112_BP-0 65-A_1112_BP-0
Mc2014502 Mc2014502_B3 1114 111411_BP-0 67-A_1114_BP-0
Mc2014502 Mc2014502_B4 1120 112011_OP 72-A_1120_OP
Mc2014502 Mc2014502_B5 1122 112211_OP 60-C_1122_OP
Mc2014502 Mc2014502_B6 1123 1123I1_BP-0 71-A_1123_BP-0
Mc2014502 Mc2014502_A1 585 58511_OP 54-C_585_0OP
Mc2015502 Mc2015502_A1 258 25811_BP 258_BP
Mc2015502 Mc2015502_A2 324 32411_BP-0 54-A_324_BP-0
Mc2015502 Mc2015502_A3 329 32911 N.A.
Mc2015502 Mc2015502_A4 338_B 338BII_OP 44-C_338B_OP
Mc2015502 Mc2015502_A5 339 33911 N.A.
Mc2015502 Mc2015502_B1 367 36711_BP-0 72-AA_367_BP-0
Mc2015502 Mc2015502_B2 389 38911 389

Mc2015502 Mc2015502_B3 390 39011_BP-0 70-A_390_BP-0
Mc2015502 Mc2015502_B4 393 39311_BP0O 69-A_393_BP-0
Mc2015502 Mc2015502_B5 399 39911_BP-1 69-B-1_399_BP-1
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