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Zusammenfassung

Tumorentstehung ist ein prozess, bei dem die abläufe inner-
halb der zelle schrittweise verändert werden. Die vielfältigen 
Interaktionen bei der Tumorentstehung sind jedoch bislang 
nicht vollständig erforscht. bisher wurden vorwiegend genex-
pressionsanalysen genutzt, die jedoch nur eine zeitaufnahme 
aller genexpressionen innerhalb der zelle darstellen und somit 
allein nicht ausreichend zur charakterisierung eines Tumors. 
Wir haben mithilfe von affymetrix mouse Diversity genoty-
ping microarrays mausbrustdrüsengewebe entsprechend 
unserem Dreistufen-mausmodell analysiert und die kopien-
zahländerungen berechnet. Wir fanden eine zunehmende stu-
fenweise änderung von den transgenen zu den Tumorproben. 
Die berechnung von chromosomalen segmenten mit gleicher 
kopienzahl zeigte deutliche Fragmentmuster.
unsere analysen zeigen, dass die Tumorentstehung ein schritt-
weiser Prozess ist, der sowohl durch Amplifikationen als auch 
Deletionen chromosomaler Abschnitte definiert ist. Wir fanden 
charakteristisch konservierte Fragmentierungsmuster und in-
dividuelle unterschiede welche zur Tumorgenese beitragen.

Abstract

Tumor development is known to be a stepwise process invol-
ving various changes that affect cellular integrity and behavior. 
The complex interactions and relationships between genomic 
organization and gene, as well as protein expression are not 
yet fully understood. To date, research has mainly focused on 
gene expression profiling or alterations in oncogenes, but the-
se results show only snapshot of the cell status and are not suf-
ficient to describe the whole tumorigenesis process.
We analyzed Dna from mouse mammary gland epithelial cells 
according to a three stage mouse model using the affymetrix 
mouse Diversity genotyping array, calculated the cnas and 
found a stepwise increase in cna during tumor development. 
The segmental copy number alteration revealed informative 
chromosomal fragmentation patterns.
our analyses suggest genome reorganization as a stepwise 
process that involves amplifications and deletions of chromo-
somal regions. We conclude from distinctive fragmentation 
patterns that conserved as well as individual breakpoints exist 
which promote tumorigenesis.

» I. eInLeITung 

Krebs zählt zu den häufigsten Todesur-
sachen weltweit und entsteht in einem 
schrittweisen prozess, der sowohl die 
zellulären eigenschaften als auch das 
Verhalten innerhalb einer zelle beein-
flusst [Hanahan und Weinberg 2000]. 
so weiß man seit Jahrzenten, dass ver- 
schiedene stoffwechselwege die ent-
wicklung von Tumoren begünstigen  
und initiieren. neben Veränderungen 
einer einzelnen zelle, bilden vor allem 
die Veränderung der kommunikation 
zwischen zellen, Veränderungen des 
zellstoffwechsels und die veränderten  
reaktionen des Immunsystems die 
grundlage für eine schrittweise ent-
wicklung von krebsgeschwüren [klein 
et al. 2005, Hanahan und Weinberg 
2000, osborne et al. 2004].

ziel unserer studie war die untersu-
chung der entwicklungen und auswir-
kungen von kopienzahlvariationen bei 
der Tumorentwicklung in gesunden und 
transgenen mausbrustdrüsen. Von ko-
pienzahlvariationen spricht man, wenn 
ein genomischer abschnitt mehrfach 
oder weniger als normal1 vorkommt. 
ursache hierfür ist die Duplikation oder 
Deletion chromosomaler abschnitte. 
um die karzinogenese gezielt initiieren 
zu können, trugen die transgenen Tiere 
das Wap/sVT Hybridgen, das aus dem 
Wap promotor (kodierend für das wich-
tigste milchprotein in säugetieren) und 
der kodierenden region des sV40 gens 
[klein 2005] besteht. Wird die Laktation 
während der schwangerschaft aktiviert, 
so kommt es zu einer anhaltenden akti-
vierung von sV40, was in Folge zur Tu-
morbildung in allen mäusen führt. Wir 

eInFLuss Von kopIenzaHLVarIaTIonen 
auF DIe TumorenTWIckLung  
Christoph Standfuß, Andreas Klein, Heike Pospisil

beschreiben dazu ein dreistufiges Maus-
modell [standfuß et al. 2012], welches 
aus brustdrüsen von gesunden mäu-
sen, transgenen mäusen ohne Tumor,  
transgenen mäusen mit Tumor und 
transgenen mauszelllinien besteht.
unser Hauptfokus lag zum einen auf der 
analyse von kopienzahlveränderungen 
während der Tumorentstehung und 
zum anderen auf der untersuchung 
eines zusammenhanges zwischen ge-
nomischen Veränderungen und der än-
derung der genexpression. ein weiteres 
ziel war es, genomische Veränderungen 
zu erkennen, welche die entwicklung 
von Tumoren begünstigen bzw. vorher-
sagen können. Dazu verwendeten wir 
affymetrix mouse Diversity genotyping 
microarrays, um kopienzahlvariationen, 
und affymetrix expressionsarrays, um 
die genexpression zu bestimmen.

1 In tierischen organismen sowie beim menschen gibt es einen doppelten chromosomensatz, d. h. die normale kopienzahl ist 2.
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erkennen, dass in der normalen probe 
keinerlei segmentierung zu beobachten 
ist. In der transgenen probe hingegen 
lassen bereits beginnende änderungen 
chromosomaler abschnitte erkennen, 
die in der gezeigten Tumorprobe wei-
terhin deutlich zunehmen. Vergleicht 
man die segmentierung der Tumorpro-
be und der transgenen probe, so lässt 
sich auch eine leichte zunahme der seg-
mente erkennen.

betrachtet man den prozentualen anteil 
an genomischer Veränderungen, lassen 
sich diese Beobachtungen gut quantifi-
zieren. abbildung 3 zeigt diese prozen-
tualen kopienzahlveränderungen der 
errechneten segmente, wobei diese 
zur Visualisierung in leichte zunahme 
(orange) und leichte abnahme (hell-
blau) sowie starke zunahme (rot) und 
starke abnahme (dunkelblau) gruppiert 
wurden. Während bei den normalen 
gewebeproben nur 21 % der segmente 
eine Veränderung der kopienzahlvaria-
tion zeigen und diese in den transgenen 
proben mit 26 %-28 % etwas höher aus-
fällt, sind fast die Hälfte aller errechne-
ten segmente in beiden Tumorproben 
deutlich verändert. Dabei lässt sich im 
Tumor 1 überwiegend eine abnahme 
der kopienzahl feststellen, was eine De-
letion dieser abschnitte in vielen zellen 
der probe bedeutet, während im Tumor 
2 die Amplifikationen verschiedener  

» II. ergebnIsse

Wir wissen heute aus jahrelanger For-
schung und verschiedenen studien, 
dass die Veränderung der kopienzahl-
variation ein wichtiger aspekt bei der 
krankheitsentstehung ist und die muta-
tion einzelner gene nicht allein ausreicht 
[bergamaschi et al. 2006]. aus früheren 
studien ist bekannt, dass die Verände-
rungen der kopienzahl eine wichtige 
rolle bei krankheiten spielen [Fanciulli 
et al. 2010]. andere studien zeigen, dass 
cirka 3 % des genoms eines gesunden 
menschen leichte Veränderungen in 
der kopienzahl aufweisen [conrad et al. 
2009, redon et al. 2006]. bei mäusen 
schwankt diese zahl zwischen 3 % [ca-
han et al. 2009] und 10,7 % [Henrichsen 
et al. 2009].
Durch die entwicklung vom microarrays 
zur analyse von kopienzahlvariationen 
ist es möglich, diese kopienzahlvaria-
tionen in verschiedensten proben zu 
analysieren und miteinander zu verglei-
chen. so konnte eine arbeitsgruppe 
um Juliane Hannemann und burkhard 
brandt mithilfe der microarray-Tech-
nologie Veränderung von kopienzahl-
variationen innerhalb des egFr gens 
zeigen, ein wichtiges gen zur Diag-
nose und Therapie von mamakarzino-
men [Hannemann 2012]. Die von uns 
verwendeten microarrays eignen sich 
hervorragend für solche analysen und 
basieren auf sogenannten snp proben. 
Diese Proben stellen die häufigsten über 
das genom verteilten Variationen eines 
einzelnen nukleotides dar. so lässt sich, 
trotz begrenzter kapazität eines mic-
roarrays, eine gute abdeckung des ge-
nomes erreichen. anhand der kopien-
zahlen dieser snps haben wir dann die 
analysen genomischer Veränderungen 
durchgeführt.
Die proben unserer gesunden mäuse 
zeigen eine vergleichbare Veränderung 
der kopienzahlen, wie sie bereits in der 
Literatur beschrieben wurde (abb. 1). In 
unserer studie konnten wir zeigen, dass 
eine klare zunahme der kopienzahlvari-
ation während der Tumorentwicklung 
zu beobachten ist. 
um die kopienzahlvariationen der chro- 
mosomalen abschnitte genau zu un-
tersuchen, haben wir abschnitte mit 
gleicher änderung der kopienzahl be- 
nachbarter snps zu segmenten zusam-
mengefasst (abb. 2). Vergleicht man  
diese abbildung, so lässt sich bereits  

Abb. 1) Ermittelte Kopienzahlvariationen in beiden nor-
malen Proben. Der Vergleich mit Werten aus der Litera-
tur zeigt, dass beide Proben vergleichbar mit den von 
Cahan beschriebenen Werten sind [Cahan et al. 2009].

bereiche überwiegen. Diese prozentu-
alen Veränderungen zeigen somit eine 
deutliche zunahme der Veränderungen 
bei der Tumorentstehung.

um den zusammenhang von genex-
pression und kopienzahl zu untersu-
chen, haben wir genomische bereiche 
mit veränderter kopienzahl und die  
expression betroffener gene miteinan-
der verglichen. beispielhaft dafür ist ein 
chromosomaler abschnitt von chromo-
som 6 (17.4 mb-18.6 mb) in abbildung 4 
dargestellt. In diesem bereich lassen sich 
die 4 berechneten segmente erkennen, 
für die eine bis zu 3-fache zunahme der 
kopienzahlvariation ermittelt wurde. 
betrachtet man dazu die entsprechende 
genexpression der in diesem abschnitt 
lokalisierten gene, lässt sich eine hoch-
regulierte genexpression in 4 betroffe-
nen genen feststellen. Lediglich 2 gene, 
deren kopienzahl ebenfalls hoch ist, 
zeigen einer erhöhte genexpression. es 
lässt sich jedoch feststellen, dass diese 
direkte korrelation nur für wenige bei-
spiele gefunden werden konnte. In den 
meisten Fällen lässt sich jedoch keine 
korrelation feststellen. Dies entspricht 
den ergebnissen der arbeitsgruppe von 
sven nelander, welche zeigen konnten, 
dass sich die komplexen zusammen-
hänge von kopienzahländerung und 
genexpression nicht direkt, aber durch 
transkriptionelle netzwerke modellie-
ren lassen [Jörnsten et al. 2011].
Da der gezeigte bereich der kopienzahl-
variation lediglich in einer Tumorprobe 
zu beobachten war, überprüften wir die 
gezeigten Veränderungen mittels einer 
quantitativen pcr. Die entsprechen-
den primerpaare wurden dazu in einem 
bereich ohne kopienzahlveränderung 
vor met (met_ua) und an 2 stellen des 
ersten segmentes mit erhöhter kopien-
zahlvariation (met_am1, met_am2) ge-
legt. Vergleicht man die ergebnisse der 
qpcr in abbildung 5 so ist zu erkennen, 
dass die erhöhung der kopienzahl be-
stätigt werden könnte.

» III. ausbLIck

Wir konnten zeigen, dass die Tumorent-
wicklung mit einer schrittweisen Verän-
derung der genomischen struktur und 
damit auch kopienzahlveränderungen 
einhergehen. Der Vergleich der ermit-
telten segmente in den verschiedenen  
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Abb. 2) In dieser Abbildung sind die Kopienzahländerungen der einzelnen SNPs (grün) und die daraus ermittelten Segmente gleicher Kopienzahl (dunkelrot) in 3 verschiedenen 
Geweben dargestellt. Im normalen Gewebe lassen sich keinerlei Änderungen in der Kopienzahl des errechneten Segmentes feststellen. In der transgenen Probe nimmt die Schwan-
kung der SNP Kopienzahlen, sowie die Fragmentierung und die Kopienzahländerung der entsprechenden Segmente leicht zu. Vergleicht man diese Probe, mit der Tumorprobe 
erkennt man nicht nur eine Zunahme der Kopienzahländerung, sondern auch eine weitere Fragmentierung der vorherigen Segmente.

proben zeigte hierbei einen schrittwei-
sen anstieg der kopienzahlen von nor-
mal über Transgen zu Tumor. Fast 50 % 
der segmente wiesen dabei eine deutli-
che änderung der kopienzahl auf. auch 
wenn in vielen Fällen keine direkte korre-
lation von kopienzahländerung und ge-
nexpression zu ermitteln war, konnten 
wir einzelne Fälle ermitteln und aufzei-
gen. gleichzeitig bestätigten wir die be-
obachteten kopienzahlvariationen mit- 
tels einer qpcr. bei vergleichender be-
trachtung der kopienzahländerungen 
in beiden Tumorproben lässt sich jedoch 
feststellen, dass jeder Tumor individuell 
ist und nicht jede änderung in beiden 
proben zu beobachten ist.
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Abb. 3) Die prozentuale Änderung von Kopienzahlen 
der Segmente in den einzelnen Proben ist in dieser Ab-
bildung dargestellt. Vergleichend betrachtet lässt sich 
ein Anstieg der Kopienzahlvariation der Segmente im 
Tumor (~46 %) gegenüber der transgenen (~28 %) und 
normalen Probe (~14 %) feststellen. Vergleicht man die 
beiden Tumorproben, so überwiegt im Tumor 1 der 
Anteil an Deletionen (Kopienzahlabnahme), während 
im Tumor 2 der größere Prozentsatz eine Amplifikation  
(Kopienzahlzunahme) darstellt.pr
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Abb. 4) Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der quantitativen PCR zur Verifizierung der errechneten Kopienzahlvari-
ation auf Chromosom 6 (17.4 Mb-18.6 Mb). Beide normalen Proben zeigen keine Erhöhung des Amplikons. Auch im 
Tumor 2, in dem diese Amplifikation nicht ermittelt werden konnte, ist keine Erhöhung messbar. Lediglich in Tumor 
1 wurde eine erhöhte Kopienanzahl gemessen. Dabei liegen die gemessenen Fragmente Met_am1 und Met_am2 
in einem Bereich der in Tumor 1 mit erhöhter Kopienanzahl bestimmt wurde, und Met_ua in einem Bereich ohne 
Kopienzahländerung.
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