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1. Einleitung

1.1 Krebs

1.1.1 Allgemeine Einfihrung

Krebs ist nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweith&ufigste Todesursache in
Deutschland (Becker, Holzmeier, 2008). Die Ursachen fiir Krebserkrankungen
sind Mutationen im Erbgut, durch welche der Verlust von kontrolliertem
Zellwachstum und eine Dysregulation der Apoptose resultieren.

Findet eine Mutation im Genom einer Korperzelle statt, bleibt dies meist ohne
Konsequenz, da die betroffene Zelle zugrunde geht, es sei denn, die
Veranderung der DNA findet in einem Gen statt, welches die zellulare
Proliferation reguliert. In diesem Fall verlassen diese Zellen haufig das Gewebe,
dringen in die Umgebung ein und verursachen nicht selten Krebserkrankungen.
Dies ist im Prinzip bei Mensch, Tier und Pflanze derselbe Mechanismus.

Krebs stellt ein unkontrolliertes Wachstum von Zellen dar. Dabei kdnnen diese
ihr Ursprungsgewebe auch verlassen und sich in anderen Regionen ansiedeln
und dort Metastasen ausbilden, was eine typische Situation bei malignem

Wachstum beschreibt.

1.1.2 Mutationen

Die Fahigkeit zu unreguliertem Wachstum bildet eine Zelle selten nach nur
einer Mutation aus. Meist sind mehrere Mutationen nétig, da bei der
Erstmutation eines Gens, welches die Zellteilung reguliert, sich die betroffene
Zelle ofters teilt, damit aber auch die Wahrscheinlichkeit fir weitere Mutationen
steigt und somit Zweit-, Dritt- und Viertmutationen usw. erst zum Beispiel zum

Ausfall von DNA-Reparaturen und unreguliertem Wachstum fiihren.



Die Zelle besitzt in ihrer Teilungsphase verschiedene Kontrollpunkte als
Schutzmechanismen vor Mutationen. So kann die Zelle nur dann von der G1-
Phase der Interphase in die S-Phase tUbergehen, wenn die DNA unbeschadet
vorliegt (sprich keine Fehlpaarungen, Doppelstrangbriiche, Beulen, Dellen,
etc.). Um die S-Phase abzuschlieRen, mussen alle Chromosomen vollstandig
repliziert sein. Ist die DNA unversehrt, beginnt die Prophase der Mitose.
Anschlieend muss der Spindelapparat ordentlich ausgebildet sein, um die

Mitose zu beschliel3en.

1.1.3 Onkogene

Es gibt in der Krebsentstehung zwei Klassen von Gene von immenser
Bedeutung: die Proto-Onkogene, welche das Wachstum einer Zelle regulieren
und die Tumor-Suppressorgene, welche das Wachstum einer Zelle bremsen.
Eine Mutation, welche Krebs verursacht, fuhrt nun dazu, dass entweder aus
dem Proto-Onkogen ein Onkogen entsteht und damit die Kontrollpunkte der
Zellteilung umgangen werden oder aber das Tumor-Suppressorgen wird

inaktiviert, womit das Wachstum nicht mehr kontrolliert werden kann.

Der Mensch besitzt ca. 70 Proto-Onkogene, welche eine regulatorische
Funktion auf den normalen Zellzyklus ausiiben (Tara Rodden Robinson, 2006).
Erst bei einer Mutation wird aus dem Gen ein Onkogen, welches das

Gleichgewicht ins Wanken bringt.

Die Mutation von Onkogenen fuhrt in den meisten Fallen nicht zu einer
veranderten Funktion, sondern zu einer Funktionssteigerung. Alle Onkogene
haben gemeinsam, dass sie das Wachstum einer Zelle férdern, indem sie
beispielsweise die Aktivitat oder Expression einzelner Proteine der
Signalliibertragungskette der Zelle steigern. In der Regel sind diese Mutationen
dominant, d.h. ein mutiertes Gen reicht aus, um die Signaliibertragungskette zu

aktivieren.



Loss-of-function-Mutationen in  Tumor-Suppressorgenen  fuhren  zu
unkontrollierter Zellteilung. Dabei sind diese Mutationen haufig rezessiv, d.h. die
Funktion des defekten Gens wird von dem gesunden Allel tbernommen. Eines
der wichtigsten und bekanntesten Tumor-Suppressorgene ist P53, welches fur
das Protein p53 kodiert. Die wichtigsten Funktionen dieses Genes sind die
Regelung der Apoptose und des Zellzyklus, da es die Aktivitat einer Anzahl von
Genen bremst. Eine Mutation des P53 und ein damit verbundener
Funktionsverlust spielt bei vielen Krebserkrankungen eine immens wichtige
Rolle und ist gerade in entarteten Zellen in erhéhter Menge zu finden (Kastan et
al. 1995).

Bei verschiedenen Tumoren sind in der Regel immer bestimmte Onkogene
beteiligt, wobei hierbei auch immer Abweichungen bestehen. Jeder Tumor
entwickelt sich entlang seines eigenen evolutionaren Weges, wobei allerdings
bestimmte Mutationen in einer gewissen Haufigkeit auftreten.

Typische Merkmale von Krebszellen in fortgeschrittenem Stadium sind zum
Beispiel eine veranderte Chromosomenstruktur, Deletionen, Inversionen und
Translokationen, sowie die Abwesenheit von Checkpoint-Kontrollen bei der

Zellteilung, beispielsweise der Ausfall des p53-Proteins.

Bei einigen Krebsarten treten nach der Schadigung der DNA haufig
Chromosomenschaden auf, da die DNA instabil und sehr anfallig fur Briche ist.
Da die Kontrollmechanismen in Krebszellen durch defekte Tumor-
Suppressorgene und Onkogene aul3er Kraft sind, teilen sich die Zellen weiter.
Hierbei kdnnen Monosomien durch den Verlust eines Chromosoms oder

Trisomien durch unvollstdndige Teilung der Chromosomen entstehen.

Der Pathologe beurteilt einen Tumor aufgrund der Histologie. Allerdings konnen
sich die molekularen Befunde auch im selben Tumor erheblich unterscheiden,
da jeder Tumor seine eigene Evolution hinter sich hat. Daher bemuht sich die
Molekularbiologie um eine neuartige Klassifizierung von Tumoren, in welcher

die Expression verschiedener Onkogene eruiert wird.



Viele Krebsarten sind gewebespezifisch, d.h. sie kommen nur an bestimmten
Korperstellen vor. Ebenso wird zwischen hereditdren und nicht-hereditaren
Erkrankungen unterschieden. Allerdings muss man beachten, dass bei den
hereditaren Krebserkrankungen nicht die Krebserkrankung an sich vererbt wird,
sondern die Anfalligkeit gegenuber gewissen Krebserkrankungen, da die
mitverantwortlichen Mutationen vererbt werden. Bei hereditarem Krebs spielen

Onkogene in der Regel keine Rolle.

1.2 Maligne Erkrankungen der Haut

1.2.1 Hautkrebs

Hautkrebs gehort zu den drei haufigsten vermeidbaren Krebsarten (Beckmann,
2010). Vermeidbare Krebsarten entstehen unter anderem durch Risikofaktoren,
wie Nikotingenuss und Strahlung. Beim Menschen werden allein in Deutschland
jahrlich ca. 22.000 Félle von malignen Melanomen diagnostiziert. Es wird zwar
vermutet, dass die Anfalligkeit fir Hautkrebs vererbt wird, aber Strahlung, vor
allem das UV-Licht der Sonne den Risikofaktor Nummer 1 darstellt. Dabei sind
Menschen mit heller Haut, hellen Augen und rétlichem Haar besonders
gefahrdet (Williams, 2010). Nach einem Sonnenbrand ist die Gefahr der
Entartung besonders hoch, da durch die Energie des UV-Lichts zwar eine
groBe Zahl der Hautzellen untergeht, jedoch in Uberlebenden Zellen
beschadigte DNA beim Reparaturprozess Ubersehen werden kann, woraus
gefahrliche Mutationen resultieren kénnen. Diese kdnnen dadurch entstehen,
dass durch die Strahlung Briche entstehen oder benachbarte Basen in der
DNA miteinander verkleben und Dimere bilden. Dabei ist das Entartungsrisiko

nach Sonnenbranden im Kindesalter besonders hoch (Merlino et al. 2011)

Ultraviolettes Licht wird in UV-A, UV-B und UV-C-Strahlung, entsprechend ihrer
Wellenlange unterteilt. UV-A-Strahlung hat einen besonders schadigenden

Effekt, da sie bis zur Lederhaut vordringt und dort die Bildung freier Radikale



erzeugen kann.
Hautkrebs wird grob in zwei Gruppen unterteilt: der ,weil3e Hautkrebs® mit den
zwei prominentesten Vertretern Basaliom und Plattenepithelkarzinom, und dem

,Schwarzen Hautkrebs", zu welchem das maligne Melanom zuzuordnen ist.

1.2.2 Melanome

Melanome entstehen in Melanozyten, also Pigmentzellen, welche fur die Farbe
der Haut verantwortlich sind. Die ZellgréRe ist variabel, insgesamt aber sehr
grof3 mit einer kreisrunden bis plumpovalen Zellform. Die Zellen liegen jeweils
dissoziiert voneinander vor. Zytoplasma ist reichlich vorhanden, grau tingiert
und beinhaltet evtl. Pigmentgranula. Die Mitosen sind individuell haufig und oft
atypisch. Das Kernchromatin ist feingranular und Nukleolen sind, falls

vorhanden, deutlich vergroR3ert.

Melanome werden mit Hilfe der ABCDE-Regl diagnostieziert. Dabei steht A fur
Asymmetrie, B fur Begrenzung, C fur Kolorierung, D fur Durchmesser und E fur
Erhabenheit. Hiermit lassen sich maligne Melanome und dysplastische Navi
von unauffalligen Navi, also gewohnlichen ,Muttermalen®, unterscheiden. Mit
steigender Anzahl an Navi steigt das Risiko, ein malignes Melanom zu
entwickeln. Beim Syndrom dysplastischer Navi oder auch FAMMM-Syndrom
liegt die Wahrscheinlichkeit maligne Melanome zu entwickeln bei nahezu 100%.
Auch Patienten mit Melanompatienten in der Familienanamnese haben ein

erhohtes Risiko an einem malignen Melanom zu erkranken.

1.2.3 Einteilung der Melanome

Maligne Melanome werden anhand der TNM-Klassifikation (UICC 1997) in die
Stadien I-IV eingeteilt:



Tabelle 1: TNM-Klassifizierung (UICC 1992) des Melanoms (Hermanek P, Sobin LH 1992),
Beurteilung des Primartumors, pT-Kategorie
pT Primartumor
pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO kein Primartumor
pTis Melanoma in situ (Clark-Level 1)
pT1l Tumordicke < 0,75 mm und Clark-Level I
pT2 Tumordicke 0,76 - 1,5 mm und/oder Clark-Level IlI
pT3a Tumordicke 1,51 - 3,0 mm und/oder Clark-Level IV
pT3b Tumordicke 3,01 - 4,0 mm und/oder Clark-Level IV
pT4a Tumordicke > 4,0 mm mm und/oder Clark-Level V
pT4b Satelliten innerhalb von 2 cm vom Primartumor

Bei Diskrepanzen zwischen Tumordicke und Clark-Level richtet sich die pT-

Kategorie nach dem jeweils ungunstigsten Befund.

Dabei werden die Clark-Level wie folgt eingeteilt:

Clark-Level |: Alle Tumorzellen befinden sich oberhalb der

Basalmembran (entspricht einem carcinoma in situ)

Clark-Level 1l Uberschreitung der Basalmembran, Invasion in die

Papillenschicht (Stratum papillare) der Dermis.

Clark-Level llI: Invasion bis an die Grenze zur Netzschicht (Stratum

reticulare) der Dermis.
Clark-Level IV: Invasion in die Netzschicht

Clark-Level V: Invasion in die Subkutis



Tabelle 2: TNM-Klassifizierung (UICC 1992) des Melanoms (Hermanek P, Sobin LH 1992),
Beurteilung regionarer Lymphknoten, N-Kategorie

N Regionare Lymphknoten

NX |Regionare Lymphknoten kbnnen nicht beurteilt werden

NO |Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 |Metastase(n) 3 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung in irgendeinem
regionaren Lymphknoten

N2 |Metastase(n) mehr als 3 cm in grof3ter Ausdehnung in irgendeinem
regionaren Lymphknoten und/oder In-transit-Metastasen*

N2a |Metastase(n) mehr als 3 cm in grofldter Ausdehnung

N2b |In-transit-Metastase(n)

N2c |Metastase(n) mehr als 3 cm in grof3ter Ausdehnung und In-transit-
Metastase(n)

In-transit-Metastasen sind Metastasen der Haut oder Subkutis, die mehr als 2
cm vom Primartumor entfernt, aber nicht jenseits der regionaren Lymphknoten
liegen.

Tabelle 3: TNM-Klassifizierung (UICC 1992) des Melanoms (Hermanek P, Sobin LH 1992),
Beurteilung moglicher Fernmetastasen, M-Kategorie

M Fernmetastasen

MX |Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

MO |Keine Fernmetastasen

M1la |Befall von Haut, Subkutis oder Lymphknoten jenseits der regionaren LK

M1b |Viszerale Metastasen

Letzten Endes werden die Tumore nach ihrer TNM-Klassifikation in Stadien

eingeteilt:




Tabelle 4: Stadieneinteilung (UICC 1992) des Melanoms (Hermanek P, Sobin LH 1992)

Stadium | pTl, pT2 NO MO
Stadium I pT3 NO MO
Stadium 11l pT4 NO MO

jedes p N1, N2 MO
Stadium IV jedes pT jedes N M1

Je nach Wachstumsverhalten, Lokalisation und Entwicklungsverlauf
unterscheidet man beim malignen Melanom in Lentigo-maligna-Melanom,
superfiziell-spreitendes Melanom, noduldres Melanom und akrolentigindses
Melanom. Des Weiteren gibt es noch Sonderformen des malignen Melanoms
wie Schleimhautmelanome, desmoplastische Melanome, Melanome auf
grolem kongenitalen Navi, maligner blaue Navi, amelanotische maligne

Melanome oder Metastasen eines malignen Melanoms.

Das Lentigo-Maligna-Melanom tritt vorwiegend an sonnenexprimierten Flachen,
wie Handen und Gesicht auf. Der Erkrankungsdurchschnitt liegt bei 68 Jahren
(Hengge/Dummer, 2006). Es wachst langsam horizontal und erst nach Jahren
vertikal und hat daher eine eher gunstige Prognose. Charakteristisch ist vor
allem seine gro3e und oft leicht erhabende Form, haufig mit unregelmafigen

Flecken.

Das superfiziell spreitende Melanom stellt die haufigste Form des malignen
Melanoms dar. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 51 Jahren
(Hengge/Dummer, 2006). In den ersten vier Jahren wachst es hauptsachlich
horizontal. In spateren Phasen auch vertikal. Es ist hauptsachlich durch
unscharfe Begrenzung und unregelmallige Pigmentierung charakterisiert.
Vertikales Wachstum zeichnet sich meist durch Erhabenheit aus. Bei Frauen
findet sich das superfiziell spreitende Melanom meist am Unterschenkel, beim

Mann hingegen am Ricken.

Das noduléare Melanom besitzt die schlechteste Prognose, da es relativ schnell
vertikal wachst und frihzeitig lymphogen und hamatogen metastasiert. Das




mittlere Erkrankungsalter liegt bei 56 Jahren (Hengge/Dummer, 2006). Typisch
ist eine tiefschwarze Farbe. Die Oberflache ist glatt oder auch ulzeriert und
blutet leicht. Gehauft ist es an Brust, Rucken und Extremitaten zu finden. Eine
Unterform des noduldren Melanoms ist das amelanotische Melanom. Bei
diesem haben die Pigmentzellen ihre Fahigkeit Melanin zu produzieren
verloren, wodurch das Melanom von seiner Erscheinung her sehr untypisch
auftreten kann. Daher werden diese haufig erst spat diagnostiziert, wenn

bereits Metastasen vorliegen.

Das akrolentigindse Melanom &hnelt von der Erscheinung her sehr dem
Lentigo-maligna-Melanom. Allerdings wachst es deutlich schneller und
aggressiver und ist von der Prognose her eher unginstig. Lokalisiert ist es
typischerweise an Handinnenflachen, Ful3sohlen oder auch unter Nagein.
Typischerweise neigt es zu Ulcerationen. Dieser Melanomtyp tritt vorwiegend
bei dunkelhautigen Personen auf und stellt auf dem afrikanischen Kontinent 30-

70% aller Melanome dar (Hein, Gauger, Ring, 2001).

Das Tiefenwachstum eines Melanoms ist also absolut entscheidend fir die
Prognose.

1.2.4 Maligne Pigmentzellerkrankungen beim Fisch

Beim Fisch unterscheidet man verschieden Chromatophoren: die
Melanophoren, die Lipophoren und die Guanophoren. Die Lipophoren werden
weiter in Xantophoren und Erythrophoren unterteilt, welche als Pigmente
Pterine, bzw. Pterine und Carotinoide produzieren. Diese sind fur eine gelbe,
bzw. orange-rote Pigmentierung verantwortlich. Bei den Guanophoren wird
weiter in Iridophoren und Leukophoren unterschieden, welche fir die

Strukturfarbe und reflektierende Eigenschaften verantwortlich sind.

Zusatzlich werden bei Fischen die Melanozyten in Mikromelanophoren und
Makromelanophoren unterteilt. Mikromelanophoren sind gleichmaRig in der
Haut der Fische verteilt und sind fiir eine einheitlich graue Farbe zustandig,



wahrend Makromelanophore nur stellenweise auftreten und die verschiedenen

Pigmentmuster der Fische bilden.

Von all diesen Pigmentzellen kdnnen Tumore ausgehen, wie beispielsweise
das Erythrophorom von den Erythrophoren. In dieser Arbeit wurde die
Expression verschiedener Gene in Tumoren der Melanophoren, Xanthophoren

und Erythrophoren untersucht.

1.3 Das Xiphophorus-Xmrk-System

1.3.1 Allgemeine Einflhrung

Fische der Gattung Xiphophorus gehdren zur Familie der lebendgebarenden
Zahnkarpfen. Dies ist eine aul3erst vielfaltige Gattung mit zahlreichen Arten. In
diesem Beispiel wurden Xiphophorus maculatus, auch Platy, und Xiphophorus
hellerii, auch Schwerttrager, miteinander gekreuzt (Abb. 1). Die entstandene
F1-Generation zeichnet sich durch etwas groRere Fische mit grol3eren
Pigmentflecken aus. AnschlieRend wurde ein Weibchen der F1-Generation mit
einem Xiphophorus hellerii-Mannchen wieder rickgekreuzt. Bei der nun
entstandenen BC1-Generation entstehen nach den Mendelschen Gesetzen
50% der Fische ohne Pigmentflecken, 25% sind identisch mit der F1-
Generation und 25% entwickeln maligne Melanome (Meierjohann, Schartl,
2006).
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Abb.1: Kreuzungsschema, welches zur Bildung von Melanomen im Fisch Xiphophorus fihrt

Dies fundiert auf der Grundlage, dass der Xiphophorus maculatus Trager eines
Onkogenes und eines dazugehdrigen Tumorsuppressorgens ist. Dagegen
besitzt der Xiphophorus hellerii allerdings weder das Onkogen noch das

zugehorige Tumorsuppressorgen.

Als Onkogen wurde das Gen Xmrk identifiziert. Bei dem Suppressorgen wird
vermutet, dass es sich um das Gen CDKN2a handeln kdnnte (Schartl et al.
2008).

1.3.2 Tyrosinkinase Xmrk

Xmrk kodiert fur eine Tyrosinkinase. Tyrosinkinasen stammen aus der Familie
der Proteinkinasen. Sie sind an der Ubertragung von Phosphatgruppen auf
Proteine beteiligt, wodurch die Aktivitat des Zielproteins und damit auch die
Signalubertragung  erheblich  beeinflusst werden. Sie werden in
membrangebundene und nicht-membrangebundene Tyrosinkinasen unterteilt.
Bei den membrangebundenen Kinasen wird noch einmal unterteilt in
Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat und Rezeptoren mit

assoziierter Tyrosinkinaseaktivitat.
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Bei dem Rezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat stellt die Kinase einen
Teil des Rezeptors dar. Bindet ein passender Ligand an den Rezeptor, kommt
es zur Konformationsdnderung und es entstehen Homo- oder Heterodimere,
wodurch Tyrosinreste an der cytosolischen Rezeptorseite phosphoryliert
werden. An diesen Resten binden wiederum Proteine mit einer SH2-Doméane,
was dazu fuhrt, dass intrazellulare Signalwege aktiviert werden. Die aktivierten
Proteine besitzen entweder selbst eine ezymatische Aktivitdt oder kénnen

weitere Proteine phosphorylieren, was zu einer Verstarkung des Signals fuhrt.

Bei Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinaseaktivitdt kommt es nach
Ligandenbindung ebenfalls zur Dimerisierung, wodurch sich rezeptorassoziierte
Januskinasen einander annahern und sich gegenseitig phosphorylieren.
Dadruch werden wiederum Proteine des Rezeptors phosphoryliert, an welche
Transkriptionsfaktoren mit SH2-Doméanen binden konnen. Diese werden

ebenfalls phosphoryliert und zeigen dadurch eine héhere DNA-Affinitat.

Rezeptortyrosinkinasen sind unter anderem am Zellwachstum beteiligt. Man
unterscheidet je nach der extrazellularen Domane drei verschiedene

Rezeptortypen:
-EGF-Rezeptor-Typ mit cystinreicher, einkettiger Doméne

-Insulinrezeptor-Typ mit je zwei a- und B-Ketten, welche durch Disulfidbriicken

verknupft sind
-NGF-Rezeptor-Typ mit antikdrperahnlicher extrazellularer Doméne

Ligand fur den EGF-Rezeptor-Typ ist der epidermal Growth Factor (EGF), ein
Polypeptid.

Bei den EGF-Rezeptoren ist eine Unterfamilie mit vier eng verwandten
Rezeptor-Tyrosinkinasen bekannt: EGFR1/HER1 (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-
2), HER3 (ErbB-3) und HER4 (ErbB-4). Hierbei handelt es sich um Rezeptor-
Tyrosinkinasen mit intrinsischer Aktivitat, welche beim Menschen in fast allen
Zelltypen vorkommen. Letztendlich wird nach Ligandenbindung das

Zellwachstum stimuliert und die Apoptose verhindert.
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Da bei Fischen vor Millionen von Jahren evolutionsbiologisch Genduplikationen
stattgefunden haben, besitzen diese haufig eine zweite Kopie ihrer Gene. So
kodieren fur den EGF-Rezeptor zwei unterschiedliche Gene: Egfra und Egfrb
(Laisney et al. 2010). Dabei ist Egfrb das Proto-Onkogen von Xmrk, welches als
ein potentes Onkogen identifiziert wurde (M. Schartl, 2008). Es scheint, als ob
Xmrk gegeniber dem Egfrb eine neue Funktion ubernommen hat. Wahrend
Egfrb in allen Zellen niedrig exprimiert ist, ist Xmrk in Melanomen
uberexprimiert, wobei der Grad an Uberexpression mit dem Malignitatsgrad

korreliert.

Xmrk hat eine Groéf3e von 160kDa. Wahrend der EGF-Rezeptor erst nach
Lingendenbindung aktiviert wird, liegt der Xmrk-Rezeptor in konstitutiv aktiver
Form vor, was zu einer dauerhaften Phosphorylierung von carboxyterminalen
Tyrosinresten fuhrt. Dies kommt daher, dass bei Xmrk zwolf Aminosauren
ausgetauscht wurden. Dabei scheinen vor allem zwei Aminosauren einen
besonderen Einfluss zu haben, da diese statt intermolekulare intramolekulare
Disulfidbriicken zwischen zwei Xmrk-Proteinen bilden, was zur Dimerbildung

und damit zur konstitutiven Aktivierung von Xmrk fuhrt.

An den phosphorylierten Tyrosinresten des Xmrk werden Substrate
phosphoryliert, was im Folgenden zur Signaltransduktion in der Zelle fuhrt.
Substrate fur Xmrk sind unter anderem Phospholipase Cy, die Adapterproteine
Shc und Grb2, Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), Fyn-Kinase aus der Familie
der Src-Kinasen und der Transkriptionsfaktor STATS.

1.4 Das Medaka-Modell

Medakas (Oryzias latipes) gehoren zur Familie der Reisfische
(Adrianichthyidae), welche in Sul3- und Brackwasser in Gebieten von Indien bis
Indonesien, nordlich von Japan, heimisch sind. Die kleinen Fische sind fir ihre

robuste Art bekannt und lassen sich leicht transportieren.

In der Forschung stellen Medakas, nicht zuletzt auf Grund ihres relativ kleinen

Genoms, einen sehr gut erforschten Modell-Organismus dar. Aufgrund ihrer
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Eigenschaft als Ovipare sind transgene Medakas relativ einfach zu produzieren.
Hinzu kommt, dass bereits das gesamte Genom sequenziert wurde. Aufgrund
dieser Tatsachen wurden fir diese Arbeit Medakas als Modell-Organismus

ausgewahlt.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden Medakas im Einzell-Stadium ein Xmrk-
Konstrukt, mit mitf-Promotor, injiziert. Somit entstanden transgene Medakas
welche Xmrk als Onkogen unter Kontrolle des pigmentzell-spezifischen mitf-
Promotors exprimieren, aber ohne ein passendes Tumorsuppressorgen.
Obwohl Medakas gewohnlich nicht anféllig fir Krebserkrankungen sind,
entwickelten diese Fische daraufhin verschiedene pigmentierte Hauttumore, wie
invasive Melanome und Erythrophorome, im Gegensatz zu den Xiphophori mit
selber Genkonstellation, welche ausschlief3lich Melanome entwickelte (Schartl
et al. 2008). Dies unterstreicht noch einmal, dass es sich bei Xmrk um ein hoch-
potentes Onkogen handelt, da Xmrk alleine in der Lage ist hoch-maligne
Tumore zu erzeugen, wahrend es sich bei der Krebsentstehung fur gewdhnlich

um einen Prozess aus mehreren Mutationen handelt.

1.5 Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist es mehr Uber die verdnderte Genexpression verschiedener
Gene in Pigmentzelltumoren transgener Medakas zu erfahren und in wie weit

diese von Xmrk abhangig ist.

Einen Ansatz hierfir liefert ein DNA-Microarray, welcher in Kooperation mit dem
Institut fir Molekularbiologie und Tumorforschung (IMT) der Universitat
Marburg, erstellt wurde. Ziel eines Microarrays ist es, mégliche Anderungen in
der Expression verschiedener Gene beispielsweise in erkranktem Gewebe

gegeniber gesundem Gewebe zu eruieren (Abb. 2).
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Abb. 2: Microarray mit 83 verschiedenen Genen in Leber und Kieme als Test vor dem

eigentlichen Microarrey in welchem Melanome im Vergleich zu hyperpigmentierter Haut

getestet wurden. (C. Schmidt, 2008)

Im betreffenden Microarray wurden 83 verschiedene Gene beziglich ihrer

Expression in Melanomen des Fisches Xiphophorus

im Vergleich zu

hyperpigmentierter Haut untersucht. Fir diese Arbeit wurden elf dieser Gene,

welche Uberexprimiert waren, ausgewahlt und naher Uberprift um zu verstehen

in wie weit Xmrk Signalwege, bzw. die Expression anderer Gene beeinflusst:

Tabelle 5: Untersuchte Gene mit ihrer im Microarrey festgestellten Uberexpression

Gen Uberexpression Ensembl ID
G6PC 3,42 ENSORLG00000018711
GAMT 8,2 ENSORLG00000008238
GM2A 4,42 ENSORLG00000011522
MAPK3 4,12 ENSORLG00000011993
NID1 3,49 ENSORLG00000012649
PDIA4 9,11 ENSORLG00000007272
RASL11B 3,72 ENSORLG00000000467
SLC24A5 24,35 ENSORLG00000002760
SPP1 ENSORLG00000020900
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TACC2 3,56 ENSORLG00000011582

ZFAND5S 3,24 ENSORLG00000013620

Anmerkung: SPP1 wurde auf dem Microarray nicht Gberpruft, wurde aber aufgrund

interessanter Publikationen mit einbezogen.

Hierzu wurden aus einer Anzahl an Melanomen und exophytische
Erythrophoromen von transgenen Medakas, RNA extrahiert, welche dann
letztendlich mittels Real-time-PCR im Vergleich zu hyperpigmentierter bis

normaler Haut ausgewertet wurde.

In der Arbeit wurde Uberpruft in wie weit sich die Expression der verschiedenen
Gene in Pigmentzelltumoren transgener Medakas im Vergleich zu gesunder
Haut, bzw. Vorstufen der Pigmentzelltumoren unterscheidet. Um zu erfahren ob
Xmrk die Expression betreffenden Gene verandert, wurden Xmrk-unabhangige
Lymphome zum Vergleich hinzugezogen. Zur Analyse wurden hoch sensitive,
quantitative Real-time-Analysen angewandt.

1.6 Ubersicht der untersuchten Gene

1.6.1 G6PC

Die Glucose-6-Phosphatase gibt es beim Menschen in mehrere Isoformen, fr
welche die Gene G6PC, G6PC2 und G6PC3 codieren. Hier wurde das Gen
G6PC untersucht. Dieses ist ein essentielles Enzym der Gluconeogenese und

katalysiert die Abspaltung eines Phosphatrestes von Glucose-6-Phosphat.
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Abb. 3: Die Glukose-6-Phosphatase wird durch das Calciumbindende Protein SP stabilisiert.
Nach der Spaltung der Glucose-6-Phosphat werden die Produkte Orthophosphat und Glukose
mittels der Transporter T2 und T3 von der Lumenseite des ER wieder ins Zytoplasma befordert.
(Berg, Tymoczko, Stryer, 2002)

G6PC wird hauptsachlich in der Leber, Nierenrinde, in den pB-Zellen des
Pankreas und in der Diunndarmmukosa exprimiert (van Schaftingen et al. 2002).
Die Glucose-6-Phosphatase ist ein membranstandiges Protein des
endoplasmatischen Retikulums (ER) und bildet mit der Glucose-6-Phosphat-
Translokase einen Komplex (Abb.3). Sie besitzt neun transmembranare
Helices, bestehend aus insgesamt 357 Aminosauren (Lei et al. 1993). Der N-
Terminus und das aktive Zentrum befinden sich an der Lumenseite des ER. Die
exakte Struktur ist allerdings unbekannt (Ghosh et al. 2004).

Die Glucose-6-Phosphatase besitzt zwei verschiedene Phosphohydrolasen,
G6Pase-a und G6Pase-p3, wobei ersteres den Prototyp darstellt (Ghosh et al.
2004).

Mutationen des G6PC sind verantwortlich fur die von-Gierke-Krankheit, eine
Glycogenspeicherkrankheit wodurch eine Glucose-6-Phopsphatacummulation
in der Leber und im proximalen Tubulus der Niere und vermehrter
Glycogensynthese resultiert. Die Folgen sind haufig eine Muskelschwache und

Wachstumsverzdgerung (von Gierke, 1929).
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1.6.2 GAMT

Guanidinoacetat-N-Methyltransferase (GAMT) ist ein Enzym, welches die
Synthese von Kreatin aus Guanidinoacetat katalysiert, wobei S-

Adenosylmethionin als Methylgruppendonator bereit steht (Abb. 4).

S-adenosyl-
SAM L-homaocystein {|:H3
H:M NVCOO \_/ - HaN NVCDD
EBNH, GAMT BNH,

Abb. 4: Synthese von Kreatin aus Guanidinoacetat, katalysiert von der Guanidinoacetat-N-
Methyltransferase (http://de.wikipedia.org/wikiilGAMT)

Kreatin ist die Vorstufe des Kreatinin, welches einen essentiellen
Energiespeicher im Muskel darstellt. Mutationen im GAMT-Gen fiihren zu
einem GAMT-Mangel, welcher mit neurologischen Stérungen durch eine
Ansammlung von Guanidinacetat im Gehirn und Muskel-Hypotonus einhergeht
(Schulze et al. 2003).

GAMT zahlt zu den Methyltransferasen und besteht aus einem Monomer mit
236 Aminosauren (www.uniprot.org). Dabei sind zwei verschiedene Isoformen
bekannt. In seinem Promotor besitzt GAMT drei potentielle p53-
Bindungsstellen, wobei p53 an eine dieser drei Bindungsstellen binden kann
und somit eine p53-abhdngige GAMT-Transkription induziert. Eine up-
Regulation des GAMT allein reicht nicht zur Apoptose aus. Als Reaktion auf
genotoxischen und metabolischen Stress, produzieren menschliche Zellen und
Mauszellen GAMT. Ebenso ist es essentiell fur die p53-abhéngige up-
Regulation der Fettsaureoxidation und Apoptose im Zusammenhang mit

Glucosemangel (Ide et al. 2009).

1.6.3 GM2A

Der offizielle Name lautet GM2-gangliosid-activator. Das Gen codiert fur das
gleichnamige Protein (Li et al. 1979), ein kleines Glycolipid-Transport-Protein,

welches fur die normale Funktion des Enzyms (-Hexosaminidase A essentiell
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ist. Diese spielt eine wichtige Rolle beim Abbau von Glykosaminoglykanen und
Glycosphingolipiden im Gehirn und Rickenmark (Klima et al. 1991). Dabei
arbeitet es mit dem GM2 Gangliosid-Aktivator-Protein zusammen, welches die
Lipidmolekile bindet und dann den Hexosaminidasen prasentiert, welche
daraufhin mit dem Abbau beginnen. Das GM2-Gangliosid-Aktivator-Protein ist
in der Lysosomenmembran lokalisiert (Wendeler et al. 2004) (Abb. 5).
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Abb. 5: Tertiarstruktur des Gangliosid-aktivator-Protein

(http://opm.phar.umich.edu/protein.php?pdbid=2ag4)

Mutationen im GM2A-Gen (AB-Variante) fuhren zu einem nicht
funktionstiichtigem GM2—Gangliosid-Aktivator-Protein, bzw. zu dessen
frihzeitigem Abbau, wodurch die Ganglioside nicht abgebaut werden kénnen,
mit dem Ergebnis, dass in den Nervenzellen toxische Level erreicht werden und

zu deren Untergang fuhren (Mahuran et al. 1999).

1.6.4 MAPKS

Der MAPK-Weg ist ein mehrstufiger Signaltransduktionsweg, der bei
Zelldifferenzierung, Apoptose, Zellwachstum und Embryogenese eine Rolle

spielt.
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Aktivierung der MAP-Kinasen:
Mitogen

l

MAP-KK Kinase (MAP3K)/Raf

!
MAP-K Kinase (MAP2K)/MEK

!
MAP Kinase (MAPK)/ERK

!

Substrat-P

l
weitere Signalwege
Abb. 6: Aktivierung der MAP-Kinasen

Man spricht hier auch von Phosphorylierungskaskaden, da die MAPK in dieser
Reihenfolge phosphoryliert und damit aktiviert werden (Abb. 6). Dabei wird die
MAPK von der MAPKK an zwei Stellen, einem Tyrosin und einem Threonin,
welche durch nur eine Aminoséaure getrennt sind, phosphoryliert. Die aktivierten
MAPK phosphorylieren wiederum  kerneigene Transkriptionsfaktoren im
Nukleus, wodurch die Transkription vieler Zielgene reguliert wird. Findet eine
Dephosphorylierung der MAPK statt, wandern sie ins Zytosol, bis sie wieder

phosphoryliert werden (www.wikipedia.de).

MAPK werden in verschiedene Gruppen eingeteilt:
-extrazellular-regulierte-Signal-Kinase (ERK1/2)

- p38-mitogenaktivierte Proteinkinase

- ¢c-Jun-N-terminalen Kinasen JNK
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MAPKS3 sind Serin-Threonin-Kinasen, auch ERK1 (extrazellular-regulierte-
Signal-Kinasen) genannt. Sie kommen in allen Geweben in unterschiedlicher
Anzahl vor. Die Aktivierung erfolgt durch Mitogene; Proteine welche das
Zellwachstum anregen. Bei 30% aller Krebsarten ist diese Kaskade hyperaktiv
(Garnett et al. 2004).
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Abb. 7: Erk1/Erk2 Mapk Signaltransduktion (Michael Shih, www.biocarta.com)

Die ERK-Kaskade besteht aus sechs Stufen (Abb. 7). Initiiert wird die Kaskade
durch Ligandenbindung an Rezeptoren, welche in diesem Fall die Rezeptor-
Tyrosin-Kinase, Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase oder Rezeptoren mit
gekoppeltem G-Protein sind. Als Liganden dienen Wachstumsfaktoren, wie
epidermal growth factor (EGF), platelet derived growth factor (PDGF), insulin
like growth factor (IGF) und nerve growth factor (NGF). Die ribosomale
Translation wird durch den epidermal growth factor (NGF) ERK1/2-abhangig
aktiviert (Orton et al. 2005).
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Im n&chsten Schritt wird RAS aktiviert, welches dann mit Rafl in Verbindung
tritt, dessen Effektorprotein wiederum MEK darstellt. Das aktivierte MEK
phosphoryliert anschlielend die nachgeschalteten MAP-Kinasen ERK1 und
ERK2 (Orton et al. 2005).

Da die ERKs Substrate mit der haufig vorkommenden Sequenz Pro-Leu-
Ser/Thr-

Pro phosphoryliert, schliet man daraus, dass eine groRe Anzahl von
Effektorproteinen existiert (Alvarez et al. 1991). Die wichtigsten Substrate sind
dabei Transkriptionsfaktoren wie c¢-MYC oder ELK-1, welche durch

Phosphorylierung aktiviert werden (Karin et al. 1994).

1.6.5NID1

Das NID1-Gen codiert fiir das Nidogenl-Protein, auch Entactin genannt (Olsen
et al. 1989). Dies ist ein Protein der Basallamina, welche aus zwei Schichten,
der Lamina rara und der Lamina densa mit jeweils einem Durchmesser von ca.
20nm, besteht. In beiden Schichten ist Entactin zu finden. Ebenso wie Kollagen
Typ IV, Proteoglycane, Laminin und Fibronektin. Entactin interagiert mit
samtlichen dieser Proteine und weiteren Proteinen der Basallamina (Abb. 8),
wodurch diese in allen drei Dimensionen stabilisiert wird (Durkin et al. 1988).
Moglicherweise spielt es auch eine Rolle bei Zell-Kkommunikationen mit der

Extrazellularmatrix, vor allem bei Interaktionen mit Fibulinl (Sasaki et al. 1995).
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Abb. 8: Interaktion von Entactin mit Proteinen der Basallamina (Kalluri, 2003)

In Krebszellen wird das NID1-Gen abnormal stark methyliert, was mit einem
Verlust der Transkription einhergeht. Dies kann bei Demethylierung des

Promotors wieder aufgehoben werden (Ulazzi, 2007).

Nidogen spielt auch eine wichtige Rolle bei der Zell-Adhasion, da es mit
verschiedenen Integrinen, insbesondere mit der B;.Familie der
Integrinrezeptoren und mit dem a,Bs-Integrin, Bindungen eingeht (Zhou et al.
1993). Ein Verlust der Nidogen-Expression beginstigt das Einwandern von
Metastasen durch den Verlust der Verbindung zur Basalmembran und deren
Schwachung (Ulazzi, 2007).

Die Interaktionen zwischen Basalmembran und Zelle regulieren verschiedene

Prozesse wie Apoptose, Differenzierung und Proliferation.

1.6.6 PDIA4

Hierbei handelt es sich um ein Enzym der Protein Disulfid Isomerase family A
(member 4), welches zu den Protein-Disulfid-lsomerasen (PDI) gehort, welches
wiederum zur Thioredoxin-Superfamilie zugeordnet wird und im Lumen des ER
und Melanosomen angesiedelt ist (Weisbart et al. 1992). Dabei liegt es in

verschiedenen Oligomerisierungsformen vor, zB. als Tetramer oder
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Homodimer. PDI ist aus zwei redox-aktiven und zwei inaktiven Untereinheiten
aufgebaut. Es katalysiert die Bildung von Disulfidbricken in Proteinen,
nachdem es von dem Protein Erolp oxidiert wird (Goldberger et al. 1963).
Zudem st es Teil eines grof3en Chaperon-Proteinkomplexes (Abb. 9). PDIA4
enthdlt dagegen drei aktive Thioredoxin-Domé&nen und verfugt tber eine
Calciumbindungsaffinitat (Mamoru et al. 2005).

SH
Reduced (\ SH

PDI 1

@—

Abb. 9: Chaperonaktivitat der Protein-Disulfid-Isomerase (Ekstrom J., 2010)

PDI ist auch eine Untereinheit des Enzyms Prolyl-4-hydroxylase, welches an

der Kollagensynthese beteiligt ist (Koivu et al. 1987).

In der Membran von neutrophilen Granulozyten scheint PDIA4 als Antigen zu
fungieren. Weil3bart et al. zeigte 1992, dass nach der Bindung eines
Antikorpers an PDIA4 in der Granulozytenmembran, der Metabolismus der
Zelle angeregt wird. In diesem Kontext scheint PDIA4 in Verbindung zu
Autoimmunerkrankungen zu stehen. Allerdings sind die genauen Mechanismen

noch unbekannt.

1.6.7 RASL11B

RASL11B gehort zu einer Gruppe, Uber die bisher nur wenig publiziert wurde;
der Familie der kleinen GTPasen, welche eine hohe Ahnlichkeit zu den H-RAS-
Proteinen aufweist. Sie befinden sich auf der zytosolischen Seite und sind tber
einen postranslational angeheften Fettsdurerest in der Zellmembran verankert.

Meist besitzen die kleinen GTPasen ein C-terminales Erkennungsmotiv, das
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CaaX mit C: Cystein, a: aliphatische Aminosaure, X: Leucin, Methionin, Serin
oder Glutamin. Dies fehlt allerdings beim RASL11B (Stolle et al. 2007).

Die Aufgaben von GTPasen sind vielfaltig. So beeinflussen sie das
Zellwachstum und die Differenzierung von Zellen, regulieren das Wachstum des
Cytoskeletts, Exozytose und Endozytose, sowie den intrazellularen
Vesikeltransport und sind am nukleéren Import beteiligt (Exton, 1998). Das
Protein RAS stellt den bekanntesten Vertreter der kleinen GTPasen dar.
Mutationen, die RAS konstitutiv aktivieren, spielen eine wichtige Rolle bei der

Entstehung von Karzinomen (Bos et al. 1989).

f @ e

Abb. 10: GTPase-Zyklus (http://de.wikipedia.org/wiki/Kleine_GTPase)

Die Aktivierung von kleinen GTPasen und damit der Wechsel von der
gebundenen GDP- in die GTP-Form erfolgt Uber die Katalyse von GEF
(guanine nucleotide exchange factor) (Vetter et al. 2001) (Abb. 10).

RASL11B wird vor allem in primaren Makrophagen und der Plazenta exprimiert.
Unter anderem gehoért RASL11B auch zu einer RAS-Subfamilie von
Tumorsupressoren (Pezeron et al. 2008).
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1.6.8 SLC24A5

SLC24A5 gehort zu den SLC-Transportern, welche ungeladene und geladene

Molekile, sowie anorganische lonen transportieren kénnen.

SLC24A5 codiert fur ein intrazellulares Membranprotein, bei welchem es sich
um einen kaliumabhangigen Natrium/Calcium-Austauscher mit zwei grol3en
hydrophoben intrazellularen loops und zwei transmembranare Anteilen handelt
(Schnetkamp et al. 2004). Moglicherweise ist er am Kationenaustausch in
Melanosomen beteiligt. Es wird angenommen, dass ein Kaliumion mit einem

Calciumion gegen vier Natriumionen ausgetauscht wird (Lamason et al. 2005).

Das Gen hat einen sehr groRen Einfluss auf die Hautfarbe. Eine Anderung der
Sequenz im Gen, besonders ein Austausch der Aminoséaure auf Position 111 im
Protein (Threonin statt Alanin) hat eine veré&nderte Hautpigmentierung zur
Folge. Ein Entfernen des Proteins hat eine signifikante Verminderung der

Melaninproduktion zur Folge (Lamason et al. 2005).

Es wird angenommen, dass SLC24A5 in der Evolution, betreffend der
Hautfarbe von europaischen Vorfahren, eine Rolle spielt. Die Funktion des
Gens wurde erstmals in Zebrafischen entdeckt. Keith Cheng ging der Ursache
auf den Grund, weswegen eine Mutante von Zebrafische goldene Streifen
besitzen, im Vergleich zu ihren wildlebenden Artgenossen mit dunkelblauen
Streifen  (Cheng, 2006) (Abb. 11). Dabei entdeckte er mittels
Elektronenmikroskop, dass es eine auffallige zellulare Veranderung der
Melanozyten der goldenen Zebrafische gibt, welche mit den Melanozyten
hellh&utiger Menschen identisch sind. Mark D. Shriver fand schlie3lich heraus,
dass aufgrund des Austausches einer Aminosaure an der 111. Position des
Proteins des Gens SLC24A5 die unterschiedlichen Farbungen entstehen.
Européer besitzen zu 98,7-100% das Threonin-Allel, wahrend Afrikaner, Ost-
Asiaten und eingeborenen Amerikaner zu 93-100% das Alanin-Allel besitzen.
Es wird angenommen, dass sich das Threonin-Allel vor 5.300-12.000 Jahren

durchsetzte.
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Abb. 11: A: Zbrafisch Wildtyp, B: goIdeT’n—er Phénotyp (Lamason et al., 2005)

Das Protein SLC24A5 ist im Golgi-Apparat oder in Melanozyten lokalisiert. Die
Expression von SLC24A5 ist in Auge und Haut zehnfach hoher, als in
sonstigem Gewebe. In Melanomen betrdgt die Expression das 100fache
(Lamason et al. 2005).

1.6.9 SPP1 (Opn)

Osteopontin  ist ein  extrazellulares  Strukturprotein, das an der
Knochenerhaltung beteiligt ist und einen Teil des Knochenmarks darstellt. Das
zugehorige kodierende Gen wird SPP1 (secreted Phosphoprotein 1) genannt.
Durch Bindung von Hydroxylapatit stellt es die Knochenmatrix dar, ist aber auch
an der Bildung von Nierensteinen beteiligt. Es gehort zur Familie der small
integrin  binding ligand N-linked Glycoproteinen, besteht aus ca. 300

Aminosauren und besitzt viele saure Reste, wie Glutamat und Aspartat.

Osteopontin beeinflusst die Knochenneubildung, indem es die Bildung des
Birstensaums  (ruffled border) initiert, an welchem die eigentliche
Knochenresorption stattfindet. Ebenso spielt es auch eine Rolle als
Immunmodulator, z.B. in der Wundheilung und Zelladh&sion. Studien haben
gezeigt, dass osteopontin-produzierende Tumore in der Lage sind, die
Makrophagenaktivitdt zu steigern. Zudem ist es ein wichtiger anit-Apoptose-
Faktor (Standal et al. 2004).

Osteopontin entsteht im Gehirn, Knochenmark, Makrophagen, Osteoblasten,
Innenohr, Niere, Plazenta, Odontoblasten, glatter Muskulatur, Knorpelzellen
und endothelialen Zellen (Kohri et al. 1992).
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Des Weiteren ist Osteopontin ein tblicher Bestandteil von elastischen Fasern
der Haut und der Aorta (Bacarini-Contri et al. 1994).

Osteopontin  spielt auch in der Wundheilung und Immunantwort bei
Erkrankungen, wie allergische Atemwegserkrankungen, reumatoide Arthritis,
autoimmune Hepatitis und multiple Sklerose eine Rolle (Abb. 12). Osteopontin
wird auch Eta-1 genannt, fur ,early T lymphocyte activation 1% da es ein Ligand
fur CD44-Zellen darstellt (Suzuki et al. 2002).

Eine Fahigkeit des Osteopontins ist die Bindung von Integrinen tber die RGD-
Sequenz, einer Sequenz der drei Aminosauren Arginin, Glycin und
Asparaginsaure, wodurch Zellen mechanisch verankert werden (Karadag et al.
2006). Aulerdem spielt es eine wichtige Rolle im Tumorwachstum als
Botenstoff. Bei aggressiven Tumoren liegen héufig sehr hohe
Osteopontinserumspiegel vor. So ist vor allem bei den Krebsarten
Lungenkrebs, Brustkrebs, Darmkrebs, Magenkrebs, Eierstockkrebs, Hautkrebs

und dem Pleuramesotheliom Osteopontin Uberexprimiert (www.wikipedia.de).
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T ce"s \ Increased pool of
GG IL-12 Opn during EAE
b @ IL-23 ’) CeII Sources:
death microglia, macrophage,
@7 neurons, astrocytes,
Determinant * endothelium, T cells (?)
spreading
IFN-y
TNF
IL-17 ?

Abb. 12: Identified Opn-induced mechanisms that could influence disease progression include
enhanced survival of activated T cells in the CNS (1); increased IL-12 production by

macrophages (effect of Opn on IL-23 production is unknown; 2); enhanced secretion of

28


http://www.wikipedia.de/

proinflammatory cytokine production by T cells (effect on IL-17 production is unknown; 3);
increased migration of monocytes and T cells into the CNS (4), which could lead to increased
determinant spreading (5); possible inhibition of IL-10 produced by regulatory T cells (6);
possible inhibition of IL-10 produced by B cells (7); and activation of astrocytes (8); '?' indicates
potential mechanisms that are consistent with reported Opn activity but have not yet been

demonstrated. IFN, interferon; TNF, tumor necrosis factor. (Stromnes I., Goverman, J., 2007)

In einigen menschlichen Tumoren wurden Splice-Varianten des Osteopontins
beobachtet (He et al. 2006). Diese sind Osteopontin-a, Osteopontin-b und
Osteopontin-c. Fur die  Expression von  Osteopontin  sind die
Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix essentiell. Hypophosphatasie und
Hypocalcamie flihren zu einem Anstieg der Osteopontintranskription und —
translation, was in einem hoch spezifischen Vitamin D response element im
Promotor des Osteopontins begriindet ist. Die Osteopontinexpression wird
ebenso durch Cytokine, proinflammatorische Stoffe, Angiotensin Il, transforming

growth faktor f und Parathormon stimuliert.

Osteopontin  spielt maoglicherweise eine Rolle in der Hemmung des
Tumorwachstums, da es ein Zielgen des P53 darstellt und bei DNA-Schaden
durch die Aktivierung des P53 hochreguliert wird. Der Zusammenhang mit P53
entsteht Uber eine P53-abhanige Region im Promotor des Osteopontins
(Morimoto et al. 2002).

1.6.10 TACC2

TACC2 kodiert fur das transforming acidic coiled-coil-containing protein 2. Dies
gehort zur Familie der Transforming acidic coiled-coil Proteine, welche mit
Zentrosomen und Mikrotubuli interagieren und mit Krebs in Zusammenhang
gebracht werden. TACC2 liegt auf einem Chromosomenabschnitt, welcher mit
der Tumorentstehung in Verbindung gebracht wird. Die Expression dieses Gens
wird mit Brustkrebs assoziiert (Cheng et al. 2010). Allerdings wird Expression
durch Erytropoetin induziert (Pu et al 2001).
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Das zugehdrige Protein fungiert moglicherweise als Tumorsupressorprotein,
bzw. reprasentiert einen Tumormarker. Die These des Tumorsupressorproteins
wurde allerdings von Schuendeln et al. 2004 wiederlegt, da allein das Fehlen

von TACC2 keine Tumore oder ein verandertes Zellwachstum hervorruft.

Da bei vielen Krebszellen zentrosomale Abnormalitdten zu beobachten sind,
stent die Vermutung nahe, dass es einen Zusammenhang zwischen
Zentrosomen und Krebs gibt. Es besteht der Verdacht, dass TACC-Proteine
dazu beitragen. Sie befinden sich an den Zentrosomen, wo sie die Stabilitat der
Mikrotubuli regulieren (Xie et al. 2007) (Abb. 13).

Dynein/dynactin/
NuMA complex

tubulin-
containing T
nucleation site

Microtubules

/
=0

D-TACC  Msps

Centrosome

Abb: 13: D-TACC und Msps sind jeweils an den Zentrosomen lokalisiert und kooperieren dort
mit einander um zentrosomale Mikrotubuli zu stabilisieren. Dabei binden diese zuerst an das
mius-Ende der Mikrotubuli und stabilisieren damit diese und anschlieRend an das plus-Ende
(Lee M., 2001)

1.6.11 ZFAND5

ZFAND5 (zinc finger, AN1-type domain 5) gehért zu der Familie der

Zinkfingerproteine. Diese interagieren mit Nukleinsduren und haben
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unterschiedliche Funktionen. Die Zinkfingerdomane ist eine

Aminosauresequenz, welche an der Koordination von Zink beteiligt ist.

ZFANDS spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von NF-xB, einem
wichtigen spezifischen Transkriptionsfaktor, der praktisch in allen Zelltypen und
Geweben vorkommt (Huang et al. 2004). Zudem verhindert es die
Osteoklastendifferenzierung (Hishiya et al. 2005) und spielt eine kritische Rolle
in der Muskelatrophie und Proteinabbau, da der AN1-typ Zinkfinger in
ubiquitindhnlichen Proteinen, welche am Ubiquitinstoffwechsel beteiligt sind,
gefunden wurde (Hishiya et al. 2006).

Zinkfingerdomanen konnen nicht nur Zink, sondern auch Eisen und
Nichtmetalle binden. Zu Beginn wurde eine Zinkfingerdomane im
Transkriptionsfaktor TFIIIA als DNA-bindendes Motiv entdeckt. Daraufhin wurde
bekannt, dass Zinkfingerdomanen neben DNA auch RNA und Proteine binden
konnen (Brown et al. 2005). Der AN1-type Zinkfinger kann mit Hilfe seiner
Sequenz von sechs Cystein-Molekilen und zwei Histidin-Molekilen jeweils
zwei Zinkatome binden (Mukhopadhyay et al. 2003).
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2. Material

2.1 Verwendete Fische

Es wurden ausschlief3lich Oryzias latipes (Medakas) verwendet. Die

Pigmentzelltumore stammen aus transgenen Linien mit dem mitf:Xmrk-

Konstrukt. Dabei wurden Linien mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund

(Carbio, Albinos oder p53-knockouts) verwendet Die Lymphome und gesunden

Kontrollorgane entstammen nicht-transgenen Wildtyp-Linien.

Tabelle 6: Verwendete Fische, bzw. Gewebe mit den jeweiligen Kreuzungen

Nr Anzahl | Kreuzung
Gewebe der
Fische
1 Gehirn 58
2 Auge 54
3 Kieme 5d Carbio
Wildtyp
4 Leber 54 (KN 1754)
5 Milz 58
6 Hoden 58
7 Gehirn 58
8 Auge 5d
9 Kieme 54 Carbio
Wildtyp
10 Leber 58 (KN 2674)
11 Milz 548
12 Hoden 548

32




13

tumorfreies Gewebe

mitf:: Xmrk,
14 Tumor carbio (KN
: 3124)
15 Tumor mit Muskelgewebe
Hvtisches Envthroh (am Kopf ob ht mitf:: Xmrk
exo isches Erythrophorom (am Kopf oben rechts,
16 Pt yirop . P albino (KN
sehr grol3, evt. nekrotisch)
3453)
17 exophytisches Erythrophorom (vor Riickenflosse,
metastasierend)
18 Melanom (Bauchhdhle)
19 exophytisches Erythrophorom (vor Schwanzflosse,
evt. nekrotisch)
20 exophytisches Erythrophorom (vor Rickenflosse, mitf:-Xmrk
frihe Wachstumsphase) albino (KN
01 exophytisches Erythrophorom (Bauch , vor 3453)
Afterflosse)
22 exophytisches Erythrophorom
23 Augenmelanom
exophytisches Erythrophorom (an Schwanzwurzel,
24 anfangliche Wachstumsphase)
25 Augenerythrophorom mitf: Xmrk,
Carbio,
invasives Melanom p53-/- (KN
26 3649)
27 Lymphom mitf::Xmrk,
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exophytisches Erythrophorom

Carbio

28 (KN 3537)
29 Tumor mit Muskelgewebe
30 Kiemen Medaka
ohne
31 Leber xXmrk
32 Milz
33 exophytisches Erythrophorom 1 (orange) mitf:: Xmrk,
34 hytisches Erythroph 2 (hell gelb) Carbio,
exo isches Erythrophorom ell ge
Pny P J p53-/- (KN
35 invasives Melanom (evt. mit Muskelgewebe) 3715r)
36 exophytisches Erythrophorom (orange)
sehr groRRes fortgeschrittenes exophytisches )
_ _ mitf::Xmrk
Erythrophorom (gelb/orange mit kleinen schwarzen
. (KN 3362)
37 Anteilen)
Medka
: VaBR
vermutlich Lymphom
(ohne
38 Xmrk)
Medaka
Tumor an Kieme (rot) ohne
39 Xmrk
40 exophytisches Erythrophorom (orange) mitf:-Xmrk
- o - Albino
exophytisches Erythrophorom (orange) mit invasivem
41 Melanom (KN 3656)
42 Augenmelanom
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43 invasives Melanom (frihes Stadium)
exophytisches Erythrophorom (orange mit gelben _
) mitf:: Xmrk,
44 Anteilen) .
Carbio,
45 invasives Melanom p53-/- (KN
3715)
46 Augenmelanom
47 exophytisches Erythrophorom (orange)
48 Muskel
49 Haut
Carbio
50 Auge .
Wildtyp
51 Milz
52 Gehirn
53 exophytisches Erythrophorom (Schwanzflosse) mitf:: Xmrk,
: : : Carbio,
Melanom (abgekapselt, im abdominalen Bereich,
: - p53-/- (KN
54 keine Verwachsungen mit inneren Organen)
3819)
55 exophytisches Erythrophorom
56 Haut (normal) _
mitf:: Xmrk,
57 Frihstadium exophytisches Erythrophorom Carbio
: : (KN 3669)
58 Frihstadium exophytisches Erythrophorom
59 Frihstadium exophytisches Erythrophorom
60 Frihstadium exophytisches Erythrophorom )
mitf:: Xmrk,
61 Frihstadium exophytisches Erythrophorom Carbio
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62 gesunde Haut (KN 3362)
63 Hyperpigmentierung
64 Hyperpigmentierung
65 Hyperpigmentierung
66 Hyperpigmentierung
67 Hyperpigmentierung
68 Hyperpigmentierung
69 Hyperpigmentierung
70 exophytisches Erythrophorom
71 Hyperpigmentierung
72 Hyperpigmentierung
73 Hyperpigmentierung-normale Haut
74 Vorstufe Hyperpigmentierung
75 Vorstufe Hyperpigmentierung
76 Gehirn
77 Auge
78 Kiemen Carbio
Wildtyp
79 Leber
80 Milz
delta
vermutlich Lymphom (am Kopf) DMG, 3u,
o1 Carbio
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(KN 3877)

2.2 Chemikalien

Tabelle 7: verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Agarose Roth
Bromphenolblau Sigma
BSA Serva
Chlorophorm Sigma
DEPC Roth
DMSO Roth
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) | Gibco
EDTA Roth
Essigsaure Roth
Ethanol Sigma
FITC BioRad
Glycerin Ferak
Isopropanol Roth
Kaliumchlorid Merck
Magnesiumchlorid Roth
Natronlauge Roth
SybrGreen BioRad
Total-RNA-Isolation-Reagent (TRIR) Peglab
Tris Roth
Triton Roth
Xylencyanol Serva
-Mercaptoethanol Merck
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2.3 Pufferlésungen

10x ReproFast Puffer 200 nM Tris
500 mM KCI
15 mM MgCl,
1% Triton
2 mg/ml BSA

50x TAE 242 g/l Tris
57,1 ml/l Eisessig
100 ml/I 0,5M EDTA (pH8)

TE 10-1 1M Tris
0,5M EDTA

Ladepuffer Glycerin
0,5M EDTA
20% SDS
Bromphenolblau

Xylencyanol

2.4 Kits

Desoxyribonuklease | Fermentas Desoxyribonuklease | (RNAse-free)
(Lu/pl)
10X Reaction Buffer with MgCl,
25nM EDTA
RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor

(40u/pl)
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RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit

RNeasy Mini Kit Qiagen

2.5 Enzyme
Go Tag

2.6 Primer

Fermentas

RevertAid™ M-MulV Reverse
Transcriptase (200u/ul)
RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor
(20u/pl)

5x Reaction Buffer

10mM dNTP Mix

Random Hexamer Primer

Buffer RLT
Buffer RW1
Buffer RPE

1500 units RNase-free DNase |
RNase-free Buffer RDD

Promega

Tabelle 8: verwendete Primer mit zugehoériger Schmelztemperatur und Gréle

Gen Sequenz Forward Sequenz Reverse Tm Produkt
Primer Primer (left/righ | -grofe
) [°C] | [bp]
ELF GCTCAGCCTTGAGTTTGT | CACCGGTCACCTGATCTA | 63,9/63,7 | 130
cC CA
G6PC | AGTATCCCATGACCTGCG | CCAAAACAAGGACCATAG | 60.1/59.4 | 197
AG GC
GAMT | TTCGCACGTCTGGAGAAC | AGCAACCTGTATGCGTGA | 62.6/61.1 | 212
TG cC
GM2A | GAACTGGACGCTCCGTTA | ACGTTGGGCAGGTAGAA | 59.7/59.2 | 260
TC GTC
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MAPK | CACTCTGCCAACGTGCTG | AACGAGTGGCCACATACT | 60.2/60.2 | 160
CAG
NID1 ACCGGTATGCTGTCTTTG GGAGCTGTGAGAATCCG 60.5/60.3 | 106
GA TGT
PDIA4 | AAGCGTCTGGCTCCAGAG | TCTCCCATGTGTTCCACG | 60.2/61.4 | 221
TA AT
RASL1 | GCGCTTCATTGGAGACTA | AGTAAACCAGCACCACAG | 60.9/59.4 | 209
1B CG CA
SLC24 | ACTGCCTGGCATATGGAA | AACTCACTGATGCGGAG 59.9/60.3 | 151
A5 TC GTC
SPP1 AGATTCATGGCAACGAGG | TGGTCTTGAGATACGCTG | 60.1/59.4 | 150
TG GA
TACC2 | GTGCTCAGGATTATCTGTC | CTAGCCTGGTAGACCGCT | 59.8/60.0 | 157
ACG TG
ZFAND | AGGTCTCAGCCATTCAGA | AGCGACAGCAGGTGAGC | 59.4/61.3 | 122
5 GG 1T
2.7 Marker

1kB-Ladder-Mix

2.8 Gerate

Waage: Chyp MP 300
Real-Time PCR Zykler: Bio-Rad iCycler
PCR-Zykler: T Gradient (Biometra)

PCR-Zykler: Tpersonal (Biometra)

PCR-Zykler: T3 Thermocycler (Roxanne®© 2004)

Gelelektrophoresekammer: Hergestellt von der Werkstatt des

Ladder (Gibco, 1ug/ul)

TE 10-1
Ladepuffer

Biozentrums der Universitat Wirzburg

Zentrifuge: Biofuge Pico (Heraeus)

40
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Zentrifuge 5415C (Eppendorf)

Heizblock: Thermomixer 5436 (Eppendorf)
KODAK images station 4000MM
Mikroskop: Axiovert 100 (Zeiss)

Brutschrank (Heraeus)
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3. Methoden

3.1 Microarray-Analyse

Hierzu wird zunachst die mRNA des zu untersuchenden Gewebes isoliert, in
cDNA umgeschrieben, auf einer festen Phase immobilisiert und mit
fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Die Menge an mRNA in einer Zelle gibt
Aufschluss dartber, wie oft die entsprechende DNA transkribiert wurde.
Samtliche zu Uberprifenden Gene sind auf einem Gen-Chip, dem Microarray,
angeordnet. Die markierte cDNA wird auf den Chip gegeben, wodurch die DNA
an die entsprechenden Gene bindet. Anschliel3end wird die Fluoreszenz mit
sogenannten Array-Scannern gemessen und mit einer entsprechenden
Software ausgewertet. Die Fluoreszenz korreliert dabei mit der Expressionsrate.
Es werden jeweils zwei Proben miteinander verglichen. Dabei wird in Form von
~Spots” angezeigt, ob Probe A héher exprimiert ist (blau) als Probe B (gelb). Bei

gleich starker Expression beider Proben erscheint ein griiner Spot.

Der hier verwendete Microarray wurde in Kooperation des Instituts fir
Molekularbiologie und Tumorforschung (IMT) der Universitat Marburg

angefertigt.

3.2 Praparation der Fische

Die Tumore bzw. Organe wurden von Prof. Schartl nach den Vorschriften des
Tierschutzgesetzes préapariert und anschlieend auf Trockeneis oder in

Flassigstickstoff gelagert, bzw. bei -80°C eingefroren.

3.3 RNA-Extraktion

Fur das Arbeiten mit RNA gelten gesonderte Regeln, da es sonst schnell zur
RNA-Denaturierung kommen kann (Sambrook, Russell, 1989):
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e grundsatzlich sollten alle Glas- und Plastikwaren, welche mit RNA in
Bertihrung kommen, autoklaviert werden

e Wasser sollte im Voraus mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandelt
werden, da dieses RNAsen inaktiviert. Hierzu wird 1ml DEPC/I Wasser
angesetzt, 12h geruhrt und anschlieend autoklaviert, um kanzerogenes
DEPC zu beseitigen

e alkalische Puffer sollten vermieden werden

e alle RNA-Reagenzien sollten separat behandelt und gelagert werden,
um eine Kontamination mit RNAsen zu vermeiden

e sinnvoll ist auch das Arbeiten an gesonderten RNA-Arbeitsplatzen,
zudem sollten Handschuhe getragen werden, um eine Kontamination mit

RNAsen , welche sich auf der Haut befinden, zu vermeiden

Bei der RNA-Extraktion kamen zwei verschieden Verfahren zur Anwendung,

wobei letztere hauptséachlich bei Melanomen verwendet wurde:

Phenol/Chloroform-Extraktion:

Im Voraus mussen die Gewebe gewogen werden.

Zu jeweils 50-100mg Gewebe wird 1ml TRIR (TotalRNAlsolationReagent)
gegeben. Die Proben werden mittels Ultra-Turrax homogenisiert. Dabei muss
zwischen jedem Gewebewechsel das Messer jeweils dreimal mit Wasser und
einmal mit Ethanol gespult werden. Die Proben werden wahrenddessen auf Eis
gelagert. Im Anschluss lagern die Proben 5min bei Raumtemperatur und
werden anschlieend 10min bei 10.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wird in ein neues EppendorfgefaR tberfuhrt in welches
200ul Chloroform zugegeben wird. Das Eppendorfgefa? wird 30s lang
geschuttelt und anschlielRend 5min auf Eis gelagert. Danach wird es 15min bei
10.000rpm und 4°C zentrifugiert. Die oberste der drei entstandenen Phasen

wird in ein neues Eppendorfgefal? uberfuhrt, in welches ebenso 500ul
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Isopropanol gegeben werden. Die Proben werden geschiittelt und inkubieren
zehn weitere Minuten auf Eis. Anschlie3end werden sie 10min bei 10.000rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und verworfen. Das
Pellet wird in 1ml 75% Ethanol gelést und hierzu vorsichtig geschuttelt.
Daraufhin werden die Proben 15min bei 10.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wird wiederum abgenommen und verworfen. Das Pellet wird im

Heizblock bei 55°C 1-2min getrocknet und in 175ul DEPC-Wasser gel6st.

RNA-Extraktion mittels RNeasy-Kit:

Die Gewebe werden wieder im Voraus gewogen und so aufgeteilt, dass im
Endeffekt Portionen von >30mg resultieren. Ebenso wird im Voraus der RLT-
Puffer angesetzt, fur welchen 1ml RLT und 10ul B-Mercaptoethanol eingesetzt

werden.

Die Proben werden jeweils mit 600ul RLT-Puffer mittels des Ultra-Turrax 20-40s
lang homogenisiert. Das Messer wird wieder zwischen jedem Gewebewechsel
dreimal mit Wasser und einmal mit Ethanol gespult. Die Proben werden
anschlieBend bei maximaler Umdrehung (14.000rpm) und Raumtemperatur
3min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt. Zu diesem werden 600ul Ethanol gegeben. Die
Proben werden unmittelbar darauf durchmischt und auf die vom Hersteller
mitgelieferte S&ule gegeben. Dabei durfen nicht mehr als 700ul auf einmal
eingesetzt werden. Die Saulen werden 15s lang bei 10.000rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Vorgang wird so lange wiederholt, bis die

komplette Probe die Saule passiert hat. Das Filtrat wird verworfen.

Im Anschluss findet der DNAse-Verdau statt. Hierzu werden 350ul RW-Puffer
auf die Séulen gegeben und diese bei 10.000rpm und Raumtemperatur 15s
lang zentrifugiert. AnschlieRend wird ein Mastermix aus 10ul DNAse-Stock-
Solution und 70ul RDD-Puffer hergestellt. Pro Probe werden 80ul des

Mastermixes auf die Saulen gegeben. Diese inkubieren bei Raumtemperatur
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15min und wird anschlieend 15s bei 10.000rpm und Raumtemperatur

zentrifugiert, worauf wiederum das Verwerfen des Filtrats folgt.

Auf diese Saulen werden nun 500ul RPE-Puffer gegeben und 15s bei
10.000rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Filtrat wird erneut verworfen.
Dieser Vorgang wird wiederholt und beim zweiten Mal 2min lang zentrifugiert.
Die Saulen werden in ein neues Eppendorfgefal’ gestellt, mit welchem es 1min
lang bei maximaler Umdrehung (14.000rpm) zentrifugiert wird. Daraufhin
werden die S&ulen erneut in ein frisches Eppendorfgefald gestellt. Auf die
Saulen werden jeweils 30ul RNase-freies Wasser gegeben. Im Anschluss
werden sie 1min lang bei maximaler Umdrehung (14.000rpm) zentrifugiert. Das
Filtrat wird ein weiteres mal auf die S&aule gegeben und der letzte Schritt

wiederholt.

3.4 Messen der RNA-Konzentration
Mittels eines  Nano-Drop-Spektralphotometers wurden Reinheit und
Konzentration der RNA bei einer Wellenlange von 260mm bestimmt. Dazu

wurde jeweils 1ul RNA eingesetzt.

Die RNA wird bei -80°C gelagert.

3.5 RT-PCR:

Die RT-PCR, oder auch Reverse-Transkriptase-PCR, ist ein Verfahren, um
spezifische RNA-Sequenzen zu amplifizieren. Das Verfahren weil3t dabei eine
hohe Sensitivitat auf. Hierzu wird RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben, da RNA nicht direkt als Template in
einer PCR eingesetzt werden kann. Das Enzym reverse Transkriptase ist eine

RNA-abh&ngige DNA-Polymerase, welche aus Retroviren gewonnen wird.
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Es sollen jeweils 2ug RNA in cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wird mit
folgender Gleichung berechnet, wie viel ul der RNA-Proben eingesetzt werden

missen um 2ug zu erhalten:
x=2ug/gemessene RNA-Konzentration [ug /ul]
Hierbei steht x fur einzusetztende Menge RNA.

Die RNA, welche duch Chloroformfallung gewonnen wurde, muss nun erst noch

einem DNAse-Verdau unterzogen werden:

Hierzu werden je 8,75ul Probenvolumen eingesetzt. Daher wird zur
berechneten RNA Menge die Differenz an Wasser gegeben, um 8,75ul zu

erhalten.

Anschliel3end wird folgender Mastermix angefertigt:

DNAse-Puffer 1ul
DNAse 1ul
RNAse-Inhibitor (40U/ul) 0,25ul

Zu jeder Probe werden 2,25ul Mastermix gegeben. Die Proben inkubieren 1h
bei 37°C.

Der DNAse-Verdau wird durch Zugabe von 1yl 25mM EDTA beendet. Die

Proben inkubieren danach 10min bei 65°C.

Fir die cDNA-Synthese werden jeweils 11ul Probenvolumen eingesetzt. Hinzu
kommt jeweils 1ul Random-Hexamer-Primer. Anschliel3end inkubieren die

Proben 5min bei 70°C. Wahrenddessen wird ein Mastermix wie folgt pipettiert:

5xreaction buffer 4ul
Ribonuclease Inhibitor 2ul
10nM dNTP mix 1l
MuLV Reverse Transcriptase 1l
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Pro Probe werden 8ul Mastermix zugegeben. Die Proben inkubieren
anschlieBend 10min bei 25°C, 60min bei 42°C und im Anschluss 10min bei
70°C.

Die cDNA-Proben werden bei -20°C gelagert.

3.6 Primerdesign

Es wurden auschlie8lich introntberspannende Primer mit einer cDNA-
Produktgrof3e zwischen 105bp und 260bp ausgewahlt. Dabei sollte der GC-
Gehalt in etwa 50% betragen.

Mit folgender Formel kann die Schmelztemperatur Tm berechnet werden:
Tm=4-(G+C) + 2 - (A+T) [°C]

Primer sollten spezifisch hybridisieren. Daher sollten sie nur an einer
gewinschten Stelle auf der DNA-Sequenz binden. Um dies zu erreichen, sind
haufige Basenwiederholungen oder Pallindrome zu vermeiden. Am 3’-Ende der
Primer sollten sich mindestens zwei Basen befinden, welche drei
Wasserstoffbriicken ausbilden (G oder C). Zudem sollte Uberprtft werden, ob
die Sequenz oder auch Teile der Sequenz nur einmal auf der DNA binden. Um
Primerdimere zu vermeiden, sollte darauf geachtet werden, dass die Primer
nicht selbst komplementar zueinander sind. Ebenso sollte das 3’-Ende eines
Primers nicht komplementar zum 5-Ende sein, um eine Haarnadelbildung zu

vermeiden.

Die Primer wurden mit Hilfe von primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) und

www.roche.de ausgewahlt.

3.7 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, um einen bestimmten

DNA-Abschnitt zu vervielfaltigen.
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Hierzu wird die DNA-Matritze zuerst bei hohen Temperaturen denaturiert, damit
sich anschlieRend bei niedrigerer Temperatur Primer an die Einzelstrange
anlagern konnen. Bei einer erneuten leichten Temperaturerhéhung kommen
dann DNA-Polymerasen zu einsatz, welche die Primer verlangern und damit
den Abschnitt zwischen den Primern syntethisieren. Diese Vorgdnge werden in
mehreren Zyklen wiederholt. Um die schnellen Temperaturanderungen zu
ermdglichen, bendétigt man einen Thermozycler. Verwendet wird dabei

folgendes Programm:

Schritt Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Initiale 95 5min 1x

Denaturierung

Denaturierung 95 30s 24x
Annealing 60 bzw. 55 30s

Elongation 68 30s

Final Elongation 68 15min 1x

Zu den Proben wurde dazu folgender Reaktionsansatz gegeben:

Wasser 15,0/ 13,75yl
10xReproFast Puffer 2,5ul

dNTPs (1,25mM je dNTP) 4yl

Primer F (10mm/pl) 0,5ul

Primer R(10mm/pl) 0,5ul

His-Taq (5U/ul) 0,5ul

DMSO 0/1,25ul

Dabei wurden jeweils 2ul cDNA (100ng) eingesetzt. Die Produkte werden

anschlieend auf Agarosegele aufgetragen.
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3.8 Gelelektrophorese

Bei einer Elektrophorese werden Teilchen je nach GroRe, Form oder Ladung
aufgetrennt. Hier wird eine Gelelektrophorese mit Agarosegelen in TAE

angewandt, bei welcher DNA je nach ihrer Gro3e aufgetrennt wird.

Dazu wird ein 2%iges Agarosegel in TAE hergestellt. Die Proben werden mit
einem Ladepuffer, welcher Bromphenolblau und Cylencyanol enthalt, gemsicht
und aufgetragen. Zudem wird als Standard ein 1kb-Leiter verwendet, wodurch
die GrolRe der DNA-Fragmente bestimmt werden kann. An die Kammer wird
eine Spannung von 110-190V, je nach Kammergréf3e, angelegt. Sind die
Proben weit genug gewandert, werden die Gele fir etwa 20min in einer
Ethidiumbromidlésung gefarbt und anschliel3end unter UV-Licht photographiert

und ausgewertet.

3.9 Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine quantitative Methode zur Bestimmung der Menge
an aplifiziertem PCR-Produkt. Als Template wird cDNA eingesetzt. Zuséatzlich
werden DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, welche sich in der
kleinen Furche doppelstrangiger DNA einlagern. Durch spezielle Thermozycler,
welche die Fluoreszenz der Produkte am Ende eines jeden Zykluses messen,

kann die Menge des Produkts bestimmt werden.

Mit dieser Methode ist es folglich moglich die Expression eines bestimmten
Gens zu messen. Dafir muss immer auch ein so genanntes Housekeeping-
Gene eingesetzt werden, welches in allen Geweben gleich hoch exprimiert wird.
Mit diesem werden alle getesteten Gene abgeglichen. In diesem Fall kam als

Housekeeping-Gene der Elongationsfaktor-1o. zum Einsatz.

Als Protokoll wurde eine Two-Step-PCR angewandt, da als Template cDNA

eingesetzt wurde:
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Schritt Temeratur (°C) Zeit Zyklen
Initiale 95 3min 1x
Denaturierung

Denaturierung 95 30sec 34x
Annealing 60 bzw. 55 30sec

Elongation 68 10min 1x
Schmelzkurve 55-95 je 10sec 40x

Zu den Proben wurde folgender Reaktionsansatz gegeben:

Wasser 14,0/ 12,75ul
10xReproFast Puffer 2,5ul

dNTP (5mM) 4pl

Primer F (10nm/ul) 0,5ul

Primer R(10mm/pl) 0,5ul

His-Taqg (5U/ul) 0,5ul

DMSO 0/1,25ul
SybrGreen 0,75ul

Fitc 0,25l

Fir die Gene GAMT und GM2A wurde eine Annealingtemperatur von 55°C mit
DMSO verwendet, da dies beim Testen der Primer die besten Ergebnisse
ergab. Alle anderen Gene liefen bei 60°C ohne DMSO.

Dabei wurden jeweils 2ul cDNA (100ng) eingesetzt. Mit den gemessenen Daten
kann die relative Expression mit der Formel 2A ©©®" / 2A ©Ef (Ljvak,
Schmittgen, 2001) errechnet werden. Dabei steht CtGen fir die gemessenen
Ct-Werte des jeweiligen Gens und CtEIf fur die Ct-Werte des Housekeeping-

Gens Elongationsfaktor-1a.

Um aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten, wurden jeweils zwei voneinander

unabhangige Messreihen bestimmt. Zudem wurden die Versuche jeweils ein bis
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zweimal mit einer unabhangigen cDNA wiederholt. Aus den jeweiligen CT-
Werten wurde der Mittelwert und die zugehdrige Standardabweichung
bestimmt. AnschlieBend wurden die Mittelwerte fur jedes Gen jeweils auf ein
spezielles Gewebe, wie Gehirn, Kieme oder Auge bezogen, wodurch

letztendlich die ACt-Werte enstanden.

Aus den zusammengehdrigen Werten der relativen Expression wurde wiederum
ein  Mittelwert gebildet und die Standardabweichung bestimmt. Die
Expressionswerte  wurden  anschlie@end auf die  Vorstufe der
Hyperpigmentierung bezogen, so dass diese letztendlich den konstanten Wert
1 besitzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Histologie

Da unklar war, ob es sich bei dem Lymphom 81 tatsachlich um ein Lymphom
handelt, wurde ein histologischer Schnitt des Fischkopfes, an welchem sich der
Tumor befand, angefertigt. Die Schnitte wurden von Robin Wacker hergestelit.
Dabei stellte sich heraus, dass es sich bei dem Tumor tatsachlich um ein
Lymphom handelt, welches reichlich infiltrativ in samtliche Strukturen des

Kopfes und unter anderem des Herzens wachst (Abb. 25 und 26).

Abb. 25: histologischer Schnitt des Lymphoms 81, Ubersicht
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Abb. 26: histologischer Schnitt des Lymphoms 81, Detailaufnahme des Lymphoms; reichlich
vaskularisiert mit vereinzelten Nekrosen

4.1 Microarray-Analyse

Der betreffende Microarray wurde in Kooperation des Instituts flr
Molekularbiologie und Tumorforschung (IMT) der Universitat Marburg
hergestellt. Verwendet wurde hierfir RNA aus Melanomen, bzw.

hyperpigmentierte Haut des Fisches Xiphophorus.

Es wurde ein Oligonukleotid-Microarray angefertigt. Hierzu wurde cRNA mit den
Farbstoffen Cy3 und Cy5 markiert und anschlieend mit der Sandwichtechnik
hybridisiert. Um die Intensitatsunterschiede der einzelnen Spots zu ermitteln
wurden MA-Plots mit M = logz R/G und A = logz VR/G genutzt (Dudoit et al.,
2002; Yang et al., 2001). Dabei stethen R und G fiur die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten fur Cy5 bzw. Cy3 nach Abzug des entsprechenden
Hintergrunds.

Ergebnisse des Microarray siehe Anhang.
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Folgende Gene wurden aus dem Microarray ausgewahlt, da sie fur die Tumorforschung interessante Gesichtspunkte bieten:

Tabelle 9: Auszug der Ergebnisse des Microarrays welcher in Kooperation mit dem Institut fir Molekularbiologie der Universitat Marburg hergestellt

wurde.
W1 a3 W2 a3 W1 b3 W2 b3
X19 X19 X20 X20 Fold
Haut(M Haut(M Melano Melano change
elanom) elanom) m(Haut) m(Haut) Melano directi
ID_1 A _mean 210907 210907 210907 210907 m/Haut on UnigenelD  Descripton
Transcribed locus, moderately similar to XP_413812.1
PREDICTED: similar to solute carrier family 24
(sodium/potassium/calcium exchanger), member 5 [Gallus
1322(SLC24A5) 0,10 0,10 24,35 up Ola.6826 gallus]

2904(PDIA4) 10,67 0,30 0,51 0,48 0,88 9,11 up Ola.2076

Transcribed locus, moderately similar to NP_036925.1
3696(GAMT) 10,81 0,10 0,10 0,10 0,10 8,20 up Ola.4329 guanidinoacetate methyltransferase [Rattus norvegicus]

Transcribed locus, weakly similar to NP_034429.1 GM2
589(GM2A) 0,58 1,00 0,89 1,00 4,42 up Ola.5961 ganglioside activator protein [Mus musculus]

Transcribed locus, strongly similar to NP_036082.1 mitogen
3621(MAPK3) 10,07 0,52 0,36 0,63 1,00 4,12 up Ola.2463 activated protein kinase 3 [Mus musculus]

Transcribed locus, weakly similar to NP_001002830.1 RAS-
2898(RASL11B) 9,48 0,26 0,55 0,64 0,53 3,72 up Ola.1967 like family 11 member B [Rattus norvegicus]

Transcribed locus, moderately similar to NP_006274.1
transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 [Homo
688(TACC2) 8,65 0,19 0,36 0,48 0,38 3,56 up Ola.8502 sapiens]

Transcribed locus, moderately similar to NP_035047.1

2832(NID1) 9,89 1,00 3,49 up Ola.278 nidogen 1 [Mus musculus]
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Transcribed locus, weakly similar to NP_000142.1 glucose-6-

2876(G6PC) 9,13 0,10 0,74 3,42 up Ola.1378 phosphatase, catalytic [Homo sapiens]
Transcribed locus, weakly similar to XP_533526.1
PREDICTED: similar to Zinc finger A20 domain containing
protein 2 (Zinc finger protein 216) isoform 1 [Canis

0,94 3,24 up Ola.3112 familiaris]

7518(ZFAND5) 9,17 0,31 0,24

Anmerkung: Rot markierte Werte sind kleiner als 0,1 und entsprechen damit niedriger Qualitéat. Altrosa Ergebnisse liegen mit 0,1 im Grenzbereich,
wahrend griin markierte Werte einer hohen Qualitéat entsprechen. Die Differenzen zwischen den Replikaten innerhalb eines Sandwiches sollten einen
M-Wert von 75% nicht tGberschreiten. Ebenso sollte die mittlere Intensitat A nicht weniger als 7,95 betragen.

4.2 Real-Time Analysen

Mittels der quantitativen Real-Time Analyse sollten die Ergebnisse des Microarrays bei verschiedenen Tumoren getestet
werden. Hierflr wurde aus Geweben RNA extrahiert, welche in cDNA umgeschrieben und in die Real-time-PCR eingesetzt

wurde.

Als Gewebe fanden Gehirn, Augen, Kiemen, Leber, Milz, Hoden, Haut und Muskel von gesunden Fischen Verwendung. Als
pathologische Gewebe wurden Melanome, exophytische Erythrophorome, Hyperpigmentierte Haut und die Vorstufe

hyperpigmentierter Haut hinzugezogen.

Auf jeder Platte wurde jeweils immer ein Testgewebe mitgefuhrt, auf welches die Berechnung der relativen Expression
bezogen wurde. Dies war flr die Gene G6PC, MAPK3, SPP2 und RASL11B Kieme, SLC24A5 Auge. Alle anderen Gene
wurden auf Proben des Gehirns abgeglichen. Um einen Bezug zur Vorstufe der hyperpigmentierten Haut herzustellen, wurde

diese bei der nachfolgenden Berechnung im Kontext zu allen Expressionswerten auf 1 gesetzt.
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4.2.1 Expression von G6PC

G6PC
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Abb. 14: Expression von G6PC in verschiedenen Geweben

G6PC ist im Fruhstadium des Exophytischen Erythrophoroms, bzw. in hyperpigmentierter Haut und dessen Vorstufe sehr viel
niedriger exprimiert, als in gesunder Haut, bei welcher die Expression von G6PC gegenuber der Vorstufe der
Hyperpigmentierung um das 205-fache gesteigert ist. In den meisten exophytischen Erythrophoromen wird G6PC sehr

schwach exprimiert, allerdings etwas mehr, als in der Vorstufe bzw. der Hyperpigmentierung. In den exophytischen
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Erythrophoromen 44, 34, 21 und 55 ist G6PC allerdings Uberexprimiert. In Melanomen und Lymphomen scheint sich die
Expression von G6PC nicht wesentlich von der Expression in hyperpigmentierter Haut, bzw. dessen Vorstufe zu
unterscheiden, mit AuBnahme des Melanoms 54, welches 21-fach hdher exprimiert ist. Besonders hoch ist das Vorkommen
an G6PC mit einer ca. 168000-fachen Uberexpression in der Leber. Auch in der Milz und in Hoden ist die Expression um das
19570- bzw. 654-fache gesteigert. In Gehirn, Kieme und Auge dagegen ist die Expression zwar weniger als in gesunder Haut,

aber mehr als in hyperpigmentierter Haut, bzw. dessen Vorstufe (Abb. 14).
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4.2.2 Expression von GAMT
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Abb. 15: Expression von GAMT in verschiedenen Geweben

GAMT ist im Fruhstadium des exophytischen Erythrophoroms, bzw. in hyperpigmentierter Haut und dessen Vorstufe weniger
exprimiert als in gesunder Haut. Hier ist die Expression gegenuber der Vorstufe der hyperpigmentierten Haut um das 16-fache
gesteigert. In Lymphomen, Melanome und einer groRen Anzahl an exophytischen Erythrophoromen ist die Expression von
GAMT nur geringfligig gesteigert. In einigen exophytischen Erythrophoromen scheint die Expression in etwa der der gesunden

Haut zu entsprechen, bzw. in den exophytischen Erythrophoromen 16, 15 und 21 scheint sie geringfligig erh6ht. Im Muskel
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dagegen wird GAMT mit einer 587-fachen Steigerung gegentber der Vorstufe der Hyperpigmentierung reichlich exprimiert.
Weitere Einzelwerte von exophytischen Erythrophoromen und Lymphomen scheinen diesen Trend einer eher niedrigen bis

unveranderten Expression im Vergleich zu gesunder Haut zu bestéatigen (Abb.15).

4.2.3 Expression von GM2A
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Abb. 16: Expression von GM2A in verschiedenen Geweben
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GM2A wird im Frihstadium des exophytischen Erythrophoroms, bzw. in hyperpigmentierter Haut und vor allem dessen
Vorstufe hoher exprimiert als in gesunder Haut. In der Mehrheit der exophytische Erythrophorome wird GM2A niedriger als in
der Vorstufe der Hyperpigmentierung, jedoch hoéher als in gesunder Haut exprimiert, mit Ausnahme des exophytische
Erythrophorom 20, welches in welchem GM2A im gleichen Mal3e wie in der Vorstufe der Hyperpigmentierung vorkommt, bzw
dem exophytischen Erythrophorom 24, bei welchem sich eine zweifach gesteigerte Expression findet. Die Expression von
GM2A in Melanomen ist im Vergleich zur Vorstufe der Hyperpigmentierung erniedrigt. In Milz, Hoden findet sich gegenuber
der Vorstufe der Hyperpigmentierung eine 1,5- bzw. 1,6-fache Steigerung der Expression und in der Kieme sogar eine 2,8-
fache (Abb. 16).
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4.2.4 Expression von MAPK3
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Abb. 17: Expression von MAK3 in verschiedenen Geweben

Die Expression von MAPK3 in gesunder Haut entspricht der Expression im Friihstadium des Exophytischen Erythrophoroms,
bzw. hyperpigmentierter Haut und dessen Vorstufe. Im exophytischen Erythrophorom ist dies ebenfalls der Fall, bzw. in

einigen Tumoren ist die Expression geringfiigig gesteigert. Bei den exophytischen Erythrophoromen 55 und 34 betragt die
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Steigerung sogar das vierfache, bzw. bei dem exophytischen Erythrophorom 19 das sechsfache und bei den exophytischen
Erythrophoromen 16 und 44 das siebenfache. Auch die Expression von MAPK3 in den Melanomen ist leicht, bzw. im
exophytische Melanom mit invasivem Melanom um das funfache gesteigert. In Lymphomen ist MAPK3 geringer bis gleich
hoch exprimiert wie in gesunder Haut. In Gehirn und Hoden ist MAPK3 funf- bzw. neunfach hdéher exprimiert als in der Haut.

Auch in Kieme, Auge und Milz ist die Expression leicht erh6ht, in Leber und Muskel dagegen leicht erniedrigt (Abb. 17).
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4.2.5 Expression von NID1 (1 of 2)
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Abb. 18: Expression von NID1 in verschiedenen Geweben

Die Expression von NID1 im Frihstadium des exophytischen Erythrophoroms, bzw. in hyperpigmentierter Haut und deren
Vorstufe entspricht in etwa der Expression gesunder Haut bzw. ist geringflgig erniedrigt. Selbes gilt flir exophytische
Erythrophorome, wobei hier allerdings das exophytischen Erythrophorom 34 mit einer deutlichen 78-fachen Uberexpression
von NID1 heraussticht. Auch die exophytischen Erythrophorome 40, 44 und 47 sind sechs-, bzw. sieben- und achtfach

Uberexprimiert. In Melanomen ist die Expression gleich, bzw. leicht gesteigert im Vergleich zu gesunder Haut. Hier fallen das
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invasive Melanom 35 mit einer finffachen Steigerung, das invasive Melanom 45 mit einer neunfachen Steigerung und das
invasive Melanom 43 mit einer 15-fachen Steigerung auf. In Lymphomen hingegen scheint die Expression erniedrigt, bzw. im
Tumor 14 um das 15-fache gesteigert. Im Muskel finden sich auch in gesundem Gewebe mit einer neunfach héheren
Expression die hdochsten Werte von NID1. Auch in Leber, Gehirn, Milz, Auge und Kieme ist die Expression gegentiber Haut,

bzw. der Vorstufe der Hyperpigmentierung leicht erhdoht (Abb. 18).
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4.2.6 Expression von PDIA4
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Abb. 19: Expression von PDIA4 in verschiedenen Geweben

Die Expression von PDIA4 im Frihstadium von exophytischen Erythrophoromen, bzw. in hyperpigmentierter Haut und deren
Vorstufe verhalt sich in etwa gleich wie in gesunder Haut. In exophytischen Erythrophoromen ist die Expression dagegen um
das zwei- bis sechs-fache gesteigert. Ahnlich verhalt es sich in den Melanomen in welchen die Expression von PDIA4 bis um
das dreifache gesteigert ist. Bei den Lymphomen hingegen wird PDIA4 etwas weniger, bzw. gleich hoch exprimiert wie in
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gesunder Haut. Vor allem in der Leber wird PDIA4 mit einer sechsfachen Steigerung in den Normalgeweben am hochsten
exprimiert. Auch in Gehirn, Milz und Hoden kommt PDIA4 haufiger vor als in der Haut. In Kieme und Muskel dagegen verhalt
es sich ahnlich wie in der Haut (Abb. 19).

4.2.7 Expression von RASL11B
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Abb. 20: Expression von RASL11B in verschiedenen Geweben
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RASL11B ist im Fruhstadium des exophytischen Erythrophoroms, bzw. in hyperpigmentierter Haut und dessen Vorstufe gleich
hoch exprimiert wie in gesunder Haut. In Melanomen ist die Expression geringfiigig bzw. im invasivem Melanom 35 um das
vierfache und im exophytischen Erythrophorom mit invasivem Melanom 41 um das siebenfache gesteigert. Im Lymphom
dagegen kommt PDIA4 in geringeren Mengen vor. In exophytischen Erythrophoromen ist RASL11B deutlich héher exprimiert
als in gesunder Haut. Dabei findet sich in den meisten exopytischen Erythrophoromen eine sieben- bis 17-fache Steigerung
der Expression. Im exophytischen Erythrophorom 55 findet sich sogar eine 37-fache, bzw. im exophytischen Erythrophorom
28 eine 95-fache Steigerung. In Hoden und Gehirn wird RASL11B ebenfalls elffach héher exprimiert als in der Haut. Auch in
Milz, Muskel, Auge und Kieme findet sich eine leicht gesteigerte Expression von RASL11B gegentber der Haut. Lediglich in

der Leber sind nur geringe Mengen von RASL11B exprimiert (Abb. 20).
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2.4.8 Expression von SLC24A5
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Abb. 21: Expression von SLC24A5 in verschiedenen Geweben

Die Expression von SLC24A5 in Haut, hyperpigmentierter Haut, deren Vorstufe und dem Fruhstadium des exophytischen
Eythrophoroms unterscheidet sich nicht wesentlich. Selbes gilt auch fir Melanome. Bei der Mehrzahl der exophytischen
Erythrophorome wird SLC24A5 leicht, bzw. deutlich vermehrt exprimiert, verglichen mit gesunder Haut. Im exophytischen
Erythrophorom 16 wird SLC24A5 16-fach, im exophytischen Erythrophorom 22 32-fach, im exophytischen Erythrophorom 21
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203-fach, im exophytischen Erythrophorom 19 215-fach und im exophytischen Erythrophorom 34 sogar 339-fach exprimert. In
samtlichen anderen Organen wird SLC24A5 sehr niedrig exprimiert, aul3er im Auge. Hier ist die Expression gegenuber der

Vorstufe der Hyperpigmentierung um das achtfache gesteigert (Abb. 21).

2.4.9 Expression von SPP1 (Opn)
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Abb. 22: Expression von SPP2 in verschiedenen Geweben (gemusterte Graphen stehen fir p53 -/-)
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Die Expression von SPP2 ist im Frihstadium des exophytischen Erythrophoroms und hyperpigmentierter Haut, bzw. deren
Vorstufe gegentber gesunder Haut leicht erniedrigt. In einem Grof3teil der exophytischen Erythrophorome wird SPP2 etwas
niedriger, bzw. gleich hoch exprimiert wie in der Vorstufe der Hyperpigmentierung. Bei den exophytischen Erythrophoromen
22, 40, 34, 47 und 55 ist die Expression um das vier- bis siebenfache gesteigert. In den exophytischen Erythrophoromen 17
und 20 betragt die Steigerung sogar das 17- bzw. 27-fache. Die Expression von SPP2 in den Melanomen entspricht in etwa
der Expression von SPP2 in der Vorstufe der Hyperpigmentierung. Eine Ausnahme bildet hierbei jedoch mit einer 45-fachen
Expressionssteigerung das Augenmelanom 46. Die Expression in den Lymphomen hingegen ist dagegen erniedrigt. Im Tumor
14 verhalt sich die Expression in etwa wie in der Vorstufe der Hyperpigmentierung. In Muskel und Kieme ist die Expression
gegenuber der Vorstufe der Hyperpigmentierung um das 24- bis 25-fache gesteigert, wohingegen die Expression im Gehirn
etwa der Haut entspricht. In Leber, Milz, Hoden und Auge dagegen ist die Expression von SPP2 sehr niedrig (Abb. 22).
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2.4.10 Expression von TACC2

TACC2
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Abb. 23: Expression von TACC2 in verschiedenen Geweben

Die Expression von TACC2 ist in der Haut im Vergleich zur Hyperpigmentierung und dessen Vorstufe, sowie dem Frihstadium
des exophytischen Erythrophoroms leicht erhoht. Dabei unterscheidet sich die Expression in den Kontrolltumoren nicht
wesentlich von der Vorstufe der Hyperpigmentierung. Auch in den Melanomen ist die Expression nicht verandert, aufl3er im
invasiven Melanom 43. Hier ist die Expression um das 35-fache gesteigert. In den exophytischen Erythrophoromen ist die
Expression von TACC2 leicht gesteigert. Dies betrifft vor allem das exophytische Erythrophorom 16 und 44 mit einer
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siebenfachen Steigerung, das exophytische Erythrophorom 17 mit einer achtfachen Steigerung, das exophytische
Erythrophorom 21 mit einer elffachen Steigerung und das exophytische Erythrophorom 37 mit einer 13-fachen Steigerung. Bei
den Testgeweben ist die Expression im Gehirn mit einer 13-fachen Steigerung gegeniber der Vorstufe der
Hyperpigmentierung am hdchsten (Abb. 23).

4.2.11 Expression von ZFAND5 (2 of 2)
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Abb. 24: Expression von ZFANDS in verschiedenen Geweben
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Die Expression von ZFAND5 in der Vorstufe der Hyperpigmentierung ist
gegenuber der Hyperpigmentierung erniedrigt. In gesunder Haut und dem
Frihstadium des exophytischen Erythrophorom ist die Expression leicht
gesteigert. In den Kontrolltumoren verhélt sich die Expression wie in der
Vorstufe der Hyperpigmentierung, bzw. um das sechs- bis siebenfache
gesteigert. Auch im Melanom ist die Expression unverdndert. In den
exophytischen Erythrophoromen zeigt sich dagegen eine deutliche Steigerung
um das acht- bis 19-fache. Im exophytischen Erythrophorom 40 findet sich
sogar eine 31-fache Steigerung. In den Normalgeweben findet sich in den
Organen Kieme, Auge und Gehirn eine zehn- bis 13-fach hdohere Expression
gegenuber der Vorstufe der Hyperpigmentierung. Noch héher ist diese in
Hoden und Muskel mit einer 23-, bzw. 25-fachen Steigerung. In der Milz ist die

Expression mit einer 32-fachen Steigerung am hochsten (Abb. 24).
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5. Diskussion

5.1 Expression von G6PC

Wie erwartet, ist in der Leber der hdchste Wert an G6PC zu finden, da
hauptséachlich in diesem Organ und unter anderem auch in den Nieren die
Gluconeogenese statt findet, fir welche G6PC ein essentielles Enzym darstellt.
Auch die relativ hohen Werte von G6PC in der Milz sind plausibel, da fur
Erythrozyten, welche hauptsachlich im Knochenmark und im Kindesalter auch
in der Milz gebildet werden, Glucose ein essentieller Energielieferant darstellt.

Schon in der Vorstufe der hyperpigmentierten Haut, so wie dem Fruhstadium
des exophytischen Erythrophoroms, wird G6PC sehr viel niedriger exprimiert,
als in gesunder Haut. Selbes gilt auch fur sdmtliche Tumorgewebe. Dies deutet
darauf hin, dass Tumore, trotz einem deutlich erh6hten Energiebedarf, welcher
hauptsachlich durch Glucose gedeckt wird (Warburg, 1920), die Fahigkeit zur
Gluconeogenese verlieren, was folglich bedeutet, dass Tumore auf
Energielieferanten aus dem Organismus angewiesen sind. Hierzu passt auch
die These von Warburg (1925), dass Tumore ihren Energiebedarf lediglich Gber
zwei Mechanismen decken: durch Atmung und Garung. Dabei werden wahrend
der Atmung organische Stoffe zu Wasser und Kohlenstoffdioxid verbrannt,
wahrend bei der Garung aus Glucose Laktat entsteht. Warburg zeigte, dass die
Aufnahme von Glucose in Tumoren immens gesteigert ist. Folglich werden aus
100ccl Blut im Tumor durchschnittlich 57g Glucose resorbiert, wahrend im

gesunden Gewebe nur 2-16g Glucose aufgenommen werden.

Da in Tumoren haufig Sauerstoffmangel herrscht, scheint dies auch ein
plausibler Grund zu sein, weshalb die sauerstoffabhéngige Gluconeogenese
vermieden wird. Daher wird auch ein Grof3teil der Glucose, statt Uber die
Glycolyse abgebaut zu werden, zu Laktat vergéart, um Sauerstoff einzusparen.
Lediglich in drei Tumoren wurde G6PC sehr viel héher exprimiert, als in
gesunder Haut. Hier ware eine adaquate Sauerstoffversorgung durch eine gute
Vaskularisierung ein mdglicher Grund zur Gluconeogenese.
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Da die Expression von G6PC in Lymphomen ebenfalls stark herabreguliert wird,
kann angenommen werden, dass G6PC nicht durch Xmrk beeinflusst wird,
sondern eine physiologische Reaktion auf den Metabolismus der Tumorzlle

darstellt.

5.2 Expression von GAMT

Die Expression von GAMT ist im Muskel mit Abstand am hdchsten. Dies ist
nicht verwunderlich, da GAMT ein essentielles Enzym der Kreatinsynthese
darstellt, welches die Vorstufe des Kreatinins ist und dieses wiederum ein

bedeutender Energiezwischenspeicher im Muskel.

Vor allem in hyperpigmentierter Haut, deren Vorstufe und dem Frihstadium des
exophytischen Erythrophorom, ist die Expression von GAMT erniedrigt. Dies
deutet auf einen erhdhten Energiebedarf hin, da Energie in Form von ATP nicht
als Kreatininphosphat zwischengespeichert wird, sondern damit direkt
verbraucht werden kann. Eine &hnliche Situation lasst sich bei der
Tumorkachexie beobachten. Hier wird Energie in jeglicher Form verbraucht und
somit auch Muskelmasse abgebaut (Fearon et. al 2008). Daraus resultieren

erniedrigte Kreatininwerte.

Die mangelhaft Speicherung von Energie deutet schon, &hnlich wie bei der
G6PC, darauf hin, dass diese Tumore absolut auf Glucosezufuhr als

Energiequelle angewiesen sind.

Mit einer reduzierten Kreatinsynthese durch einen Mangel an GAMT wird
gleichzeitig die Aminosaure Methionin eingespart, welche fir die Synthese des
Kreatins aus Guanidinoacetat nétig ist. Methionin ist ein essentieller Bestandteil
der Proteinbiosynthese, da Proteine immer mit dem einheitlichen Startcodon
AUG beginnen. Dies ist fur die vermehrte Wachstums- und Teilungsrate von
Tumorzellen sicherlich nicht unerheblich, da somit eine gesteigerte

Proteinbiosynthese moglich ist.
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Die exophytischen Erythrophorome 37, 17, 55 und 21, in welchen GAMT
ahnlich hoch wie in gesunder Haut exprimiert wird, besitzen vdllig
unterschiedliche Massen. Daher kann man nicht von der Gro3e des Tumors auf

die H6he der GAMT-Expression schliel3en.

Da die Expression von GAMT in Lymphomen, dhnlich wie in einigen Tumoren,
herabreguliert wird im Vergleich zu gesunder Haut, kann angenommen werden,

dass GAMT Xmrk-unabhangig exprimiert wird.

5.3 Expression von GM2A

GM2A wird in samtlichen Geweben exprimert. Aber vor allem in Kieme, Hoden
und Milz wurden hohe Werte gefunden. Dies wird zum Teil auch durch
Ergebnisse von Yamanaka bestatigt, welcher vor allem in Hoden und Nieren
der Maus eine aul3erordentlich hohe Expression von GM2A fand (Yamanaka et
al. 1994).

Das Gangliosidaktivator-Protein GM2A bindet GM2, ein Glycosphingolipid,
welches dann mit Hilfe der Hexosaminidase A zu GM3 abgebaut wird.
Ganglioside gehodren zu den Tumormarkern TAA-Klasse-lll (Tumorassoziierte
Antigene). Dabei stellt den eigentlichen Tumormarker das LSA (lipidgebundene
Sialinsaure) dar. Diese ist zu 98-99,5% an Proteine gebunden, der Rest
dagegen an Lipiden und dabei hauptsachlich an Ganglioside. Tumorzellen
bilden auf ihrer Oberflache vermehrt Ganglioside, da diese zur Metastasierung
notwendig sind aber auch verhindern, dass die Tumorzellen vom Immunsystem
eliminiert werden. Dadurch resultiert ein erhéhter LSA-Spiegel im Serum, der
nachgewiesen werden kann. LSA gehort folglich zu den nicht-

gewebespezifischen Tumormarkern.

Da GM2A Ganglioside bindet und aus der Membran entfernt, ist es denkbar,
dass durch die vermehrte Expression vom GM2A der Serumspiegel des LSA in
Form von GM3 steigt und damit auch die Eigenschaft also Tumormarker erklart.

Des Weiteren erfasste Seifert 1966 GM3 als Hauptgangliosid in Meningeomen.
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Dies scheint also auch auf exophytische Erythrophorome und Melanome
zuzutreffen, da hier und auch bereits in der Vorstufe der Hyperpigmentierung
GM2A hoher exprimiert wird als in gesunder Haut. Tumormarker sind mittels
RT-PCR schon ab 10° Tumorzellen nachweisbar (Neumaier, 2005). Allerdings
ist dies in der Klinik fur die Krebsfriherkennung eher weniger von Nutzen, da
durch samtliche Einflisse, wie Entziindungen, Nikotinkonsum oder Graviditat,

der Spiegel von Tumormarkern beeinflusst wird (Meden, 2006).

Einzelwerte Uber die Expression von GM2A in Lymphomen zeigen eine sehr
niedrige Expression, welche mit der Expression von GM2A in gesunder Haut
korreliert. Dies deutet darauf hin, dass GM2A Xmrk-abhangig hochreguliert

wird.

5.4 Expression von MAPK3 (ERK1)

Die relativ hohen Expressionswerte von MAPK3 im Hoden lassen sich dadurch
erklaren, dass dort durch die Spermatogenese eine relativ hohe Zellteilung
stattfindet. Da MAPK3 im Zellzyklus durch die Regulation der Expression von
Cyclin D1, einem Protein, welches eine Schliisselrolle im Zellzyklus besitzt, eine
immens wichtige Rolle spielt, ist dies also nicht verwunderlich (Welsh et al.,
2002).

Dass MAPK3 (ERK1) in den Zellen des exophytischen Erythrophoroms und
Melanoms hdher exprimiert wird als in gesunder Haut, ergibt durchaus einen
Sinn, da MAPKS, nachdem es aktiviert wurde, in den Zellkern wandert und dort
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert. Diese lagern sich dann, zusammen mit
anderen Proteinen, an regulatorische Sequenzen der DNA an und beeinflussen
somit Wachstum, Differenzierung und Entwicklung der Zelle (Schenk, Snaar-
Jagalskar, 1999). Da Tumorzellen eine gesteigerte Proliferation zeigen, ist
auch eine hohere Transkriptionsrate notig, die so unter anderem erreicht

werden kann.

Aktiviertes ERK1/2 findet allerdings auch im Zytoplasma eine Menge von

Substraten. Hierzu zahlen unter anderem Membranprotein, Kernproteine,
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Proteine des Zytoskeletts und diverse Proteinkinasen (Roux, Blenis, 2004). So
konnte Lee 2004 nachweisen, dass die erythropoetin-abhéngige
Zelldifferenzierung von embryonalen Stammzellen zu Astrozyten mit einer

Aktivierung der ERK-Kinase assoziiert ist.

Des Weiteren moduliert ERK die Aktivitdat des Transkriptionsfaktors MITF,
welcher wiederum die Expression des antiapoptotischen Protein Bcl-2 reguliert
und damit das Uberleben von Melanomzellen induziert (MCGill et al., 2002).

ERK scheint ebenso ein Rolle bei der Metastasierung zu spielen (Hsu et al.
2006, Zayzafoon et al. 2004).

Zusammenfassend betrachtet filhrt eine Uberexpression an MAPK3 (ERK1)

folglich zu vermehrtem Wachstum, Zelldifferenzierung und Metastasierung.

Da die Expression von MAPK3 in Lymphomen sich nicht bedeutend von der
Expression in gesunder Haut unterscheidet, kann angenommen werden, dass
die Expression von MAPK3 von Xmrk reguliert wird. Dies bestatigt friihere
Befunde von Wellborock und Schartl (2001).Sie zeigten, dass die
RAS/RAF/MAPK-Kaskade durch Xmrk initiiert wird. Die erhohte Expression auf
Proteinebene ist offensichtilich auf eine feedforward-Autoregulation zurtick zu

fuhren.

5.5 Expression von NID1

Entactin bindet an Laminin, Kollagen und andere bioaktive Matrixmolektle der
Basalmembran und spielt damit eine Rolle in der Zelladhasion (Yamada, 1992).
So wird eine Erkennungssequenz fir ein Integrin, welches bei der Adhasion
von Mamakarzinomzellen eine Rolle spielt, auf der Entaktinsequenz diskutiert
(Chakravarti, 1990). Dabei fiuhrten Entaktin-Antikbrper zu einer geringeren
Zelladh&sion. Dies deutet daraufhin, dass eine niedrigere Expression von NID1
zu einer verminderten Zelladh&sion fiihren wirde und damit einen Tumor zu
invasivem Wachstum und Metastasierung befahigen konnte. Allerdings trifft
eine niedrigere NID1-Expression nur fir sehr wenige Tumore in dieser Studie
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zu, wahrend die Mehrheit der Tumore NID1 in gleichem Mal3e, wie gesunde
Haut exprimiert, bzw. in einigen ist die Expression gesteigert, gegenuber
gesunder Haut. Vor allem fur die exophytischen Erythrophorome kann somit
nicht invasives Wachstum bestétigt werden. Allerdings missen Zellen, welche
aus einem Zellverband abwandern die Fahigkeit ausbilden, an
Extrazellularmatrix zu binden, um zu metastasieren, zB. eine Bindung an
Zelladhasionsmolekile von Endothelzellen bei hamatogener Metastasierung
(Wagener, 1999). Da Entactin eben auch mit der Extrazellularmatrix in
Verbindung steht, konnte ergo die teilweise hohere Expression von NID1 in

einigen Tumoren erklart werden.

Auffallend ist die niedrige Expression von NID1 in den nicht durch Xmrk
induzierten Tumoren. Im histologischen Schnitt des Lymphoms 81 ist ein enorm
invasives Wachstum zu erkennen. Dies spricht dafir, dass eine niedrige
Expression von NID1 mit einem invasivem Wachstum korreliert. Da in den
Lymphomen die Expression gegenuber den anderen Tumoren auffallend
niedrig ist, kann angenommen werden, dass Xmrk die Expression von NID1

beeinflusst.

Zhou zeigte 1993 dass Entactin auch eine wichtige Rolle im Immunsystem
Ubernimmt. Es aktiviert den respiratorischen Burst in Monozyten und
polymorphkernigen Leukozyten, wodurch diese Antikorper gegen LRI
(leukocyte response integrin) und IAP (integrin-associated protein) bilden. IAP
wiederum, welches dieselbe Funktion wie das LRI besitzt, wird von
Blasenkrebszellen exprimiert, um eine Phagozytose durch Makrophagen zu
vermeiden (Chan, 2009). Daher wére eine niedrige Expression von NID1 fir

Tumorzellen eher gunstig.

Des Weiteren spielen die Bestandteile der Basalmembran eine Rolle in der
Zelldifferenzierung, wie in der Differenzierung von Muskelzellen (Fl6ttmann,
2011). Hierzu passt das Ergebnis der relativ hohen Expression an NID1 im
Muskel.
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5.6 Expression von PDIA4

Die relativ hohe Expression von PDIA4 in der Leber ist nicht weiter
verwunderlich, da die Leber als gro3tes Stoffwechselorgan eine groRe Menge
an Proteinen synthetisiert, bzw. umbaut und daher auch eine gréf3ere Anzahl

an Chaperonen zu korrekten Faltung der Proteine bendétigt.

PDIA4 wird in Melanomen und vor allem in exophytischen Erythrophoromen
deutlich hoher exprimiert, als in gesunder Haut. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass Tumore eine vermehrte Stoffwechselaktivitat mit einer erhghten
Teilungsrate aufweisen. Dadurch findet eine gesteigerte Proteinbiosynthese
statt, um das Wachstum zu ermdglichen. Um die neu synthetisierten Proteine
zu falten, sind wiederum Chaperone notig. Dies bestétigte Li et al. 1991. Bei

einer kompetitiven Hemmung von PDIA4 wird das Zellwachstum verringert.

Dass die Expression in Melanomen im Durchschnitt nicht so hoch ist, wie in
exophytischen Erythrophoromen, kdnnte sich dadurch erklaren lassen, dass
das GroRenwachstum von exophytischen Erythrophoromen exzessiver
ausgepragt ist als, bei Melanomen. Dabei scheint die Expression von PDIA4 in
Xmrk-unabhéngigen Lymphomen sich nicht von der Expression in gesunder
Haut zu unterscheiden. Also kann vermutet werden, dass der Effekt der

hdheren Expression von PDIA4 Xmrk-abhéngig auftritt.

5.7 Expression von RASL11B

Die etwas hohere Expression von RASL11B im Gehirn und Hoden bestétigen
das Ergebnis von Stolle et al. 2007. Sie fanden die héchsten Expressionswerte
von RASL11B unter anderem in menschlichem Uterus, Hoden, Gehirn, Nieren,
Makrophagen und der Plazenta.

Stolle et al. zeigte ebenfalls, dass sich die Expression von RASL11B
gegensatzlich zu dem sehr dhnlichen Gen RASL11A verhalt. Dies zeigte sich in
Makrophagen, in welchen sich eine Hoch-Regulation in RASL11B ergab,
wahrend in RASL11A eine Herab-Regulation zu finden war. Louro et al. fand

2004 eine erniedrigte Expression von RASL11A in Prostatatumorzellen. Das
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hier ermittelte Ergebnis der Uberexpression von RASL11B in den Tumorzellen
des exophytischen Erythrophoroms und des Melanoms konnte auch auf
Makrophagen in der Tumorbiopsie zurtickzufihren sein, da Tumore fur das
Immunsystem einen Entzindungsherd darstellen und damit vermehrt

Makrophagen vorhanden sind.

GTPasen vermitteln Signale mit mitogener Wirksamkeit (Wrba, 2001, S.158).
Dies bestatigen im Prinzip die hohen Expressionswerte von RASL11B in
exophytischen Erythrophoromen und Melanomen, da ein vermehrtes Wachstum

auch eine erhdhte mitogene Aktivitat benotigt.

Es besteht ein Zusammenhang zwischen Tyrosinkinasen RAS-Proteinen. So
steigt die Konzentration an der GTP-bindenden Form von RAS-Proteinen nach
Bindung von Wachstumsfaktoren an den Tyrosinkinaserezeptor an (Wagener,
1999). Dies bestéatigt die Vermutung, dass RASL11B durch Xmrk angeschaltet
wird, was sich durch die hohe Expression von RASL11B in exophytischen
Erythrophoromen, gegeniber der niedrigen Expression in Xmrk-unabhangigen

Lymphomen, zeigt.

Die Expression an RASL11B in exophytischen Erythrophoromen ist deutlich
hoher, als in Melanomen. Dies Ilasst sich dadurch begrinden, dass
exophytische Eythrophorome eine deutlich gré3ere Masse, als Melanome
aufweisen. Dadurch benétigten exophytische Erythrophorome eine hoéhere
Zellteilungsrate und damit auch mehr Mitosen und eine groRere Menge an
RASL11B.

5.8 Expression von SLC24A5

Die relativ hohe Expression von SLC24A5 in Auge und Haut, gegeniber
sonstigen Organen, war zu erwarten. Dies zeigte Lamason et al. 2005, indem
sie in Haut und Augen eine zehnfach hdhere Expression, als in den Ubrigen
Geweben fand. Ebenso fand sie in Melanomen der Maus eine 100-fach hdhere
Expression an SLC24A5, als in gesunder Haut. Eine derart hohe Expression

konnte fur Melanome in Medakas nicht nachgewiesen werden, wobei die
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Auswahl an Melanomen mangels RNA stark eingeschrankt war. Daflr konnten
in einigen exophytischen Erythrophoromen extrem hohe Mengen an SLC24A5

festgestellt werden.

Auch hier spricht wieder einiges flr eine Aktivierung von SLC24A5 durch Xmrk,
da in den Xmrk-unabhangigen Lymphomen die Expression von SLC24A5
vollstandig ausbleibt.

SLC24A5 beglnstigt letztendlich einen Calciumeinstrom. Dies fuhrt in
Melanosomen zu einer Beeinflussung der Melaninbildung und der Morphologie
der Melanosomen, sowie der Aktivierung der Tyrosinase, mit welcher die
Melaninbildung eingeleitet wird (Lamason et al. 2005). Also flihrt eine hdhere
Expression von SLC24A5 zu einer vermehrten Melaninsynthese. Nun hat
Melanin die Eigenschaft 99,9% der UVA- und UVB-Strahlung des Sonnenlichts
in Warmeenergie umzuwandeln, was einen praventiven Einfluss auf die
Hautkrebsentstehung hat (Meredith 2004). Allerdings kdénnte man auch
argumentieren, dass vermehrtes Wachstum von pigmentierten Hautzellen auch
eine vermehrte Synthese von Melainin benétigt. So fanden Klingmuller und
Schmockel 1971 in Melanomzellen frei im Zytoplasma liegende ,Enzymketten
aus wechselstandigen Granula®“, welche typisch fur Pramelanosomen sind. Nun
wurde vermutet, dass diese urspringlich von einer Vesikelmembran
umschlossen war. Dies spricht fur eine GbermaRige Melaninsynthese. Zudem
zeigte Schachtschabel 1971, dass zwischen der Melaninsynthese und der
Zellproliferation ein Zusammenhang besteht. Seinen Beobachtungen nach stieg
der Melaningehalt mit zunehmender Zelldichte und verminderter

Vermehrungsgeschwindigkeit stark an.

Neuere Studien haben ergeben, dass Calciumpumpen mit der
Tumorprogression im Zusammenhang stehen. So scheint die Menge an
Calciumtransportern in verschiedenen Tumorgeweben im Vergleich zu
gesundem Gewebe abzuweichen. Dabei sind je nach Transporter
Uberexpressionen aber auch verringerte Expressionen zu finden. Dies hat fiir
die zellulare Signalweiterleitung, beispielsweise in Kern, Mitochondrien oder

ER, weitreichende Folgen. Somit koénnen Transkription, Translation und
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Apoptose fur einen Tumorstoffwechsel bedeutend verandert werden (Lee et al,
2011).

5.9 Expression von SPP1 (Opn)

Die Expression von SPP1 scheint in einigen exophytischen Erythrophoromen,
Melanomen und vor allem den Lymphomen, gegenlber gesunder Haut,
erniedrigt zu sein. Dies bestétigt die These von Morimoto et al. 2002, nach
welcher sich in der Promotorregion des SPP1 eine p53-Bindungsstelle befindet.
Hierdurch soll letztendlich eine Hemmung des Tumorwachstums erreicht
werden. Auffallend ist, dass die meisten exophytischen Erythrophorome, in
welchen SPP1 herabreguliert ist, kein funktionsfahiges p53 vorhanden ist,
wohingegen in den beiden exophytischen Erythrophoromen, mit einer
Uberexpression von SPP1, p53 vorhanden ist. Dies spricht dafiir, dass die
Expression von SPP1 durch p53 induziert wird. So scheint also p53 durch
SPP1 das Tumorwachstum zu hemmen, womit eine niedrige Expression von
SPP1 das Tumorwachstum verstarkt. Allerdings scheint dies in den
exophytischen Erythrophoromen 17 und 20 fehlgeschlagen zu haben, da bei
beiden Tumoren eine Uberexpression von SPP1 vorliegt. Dieser Verdacht wird
auch durch die relativ kleine Masse beider Tumore bestatigt. Eine
Uberexpression von SPP1 in Tumoren scheint nicht selten zu sein. So fand
Schneider et al. 2004 in nicht-kleinzelligen Lungekarzinomen eine 20-fach
hohere Expression von SPP1, gegeniber gesundem Lungengewebe. Auch
andere Studien fanden eine erhdhte Expression von Osteopontin in Melanomen
(Zhou et al. 2005). Zhou bestimmte die Expression mittels Microarrays.
Moglicherweise ergeben unterschiedliche Techniken von Zellaufbereitungen zur

Bestimmung der Expression, unterschiedliche Ergebnisse.

Osteopontin kann an das IGFBP-5 (insulinlike growth factor—binding protein-5)
binden und somit die Proliferation stimulieren. Ebenfalls wirkt es antiapoptotisch
(Denhardt et al. 2001). Auch dies erklart eine héhere Expression von SPP1 in

Tumoren.
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Die Regulation von SPP1l scheint von Xmrk abhangig zu sein, da die
Expression von SPP1 in Xmrk-unabhéngigen Lymphomen deutlich stérker

herabreguliert ist, als in Xmrk-induzierten Tumoren.

Osteopontin spielt auch eine wichtige Rolle im Entziindungsgeschehen. So
steigt die Menge an mRNA im Rattenhippocampus nach einer Ischamie stark
an. AnschlieRend wandern Makrophagen ein (Lee et al. 1999). Giachelli et al.
zeigte wiederum 1998, dass gegen Osteopontin gerichtete Antikorper das
Einwandern von Makrophagen verhindern. Demnach ware eine niedrige
Expression von SPP1 fur Tumore sinnvoll, um nicht vom Immunsystem

phagozytiert zu werden.

5.10 Expression von TACC2

Die relativ hohe Expression von TACC2 im Gehirn ist nicht Gberraschend. Dies

zeigte bereits eine Studie von Schuendeln et al. 2004.

Auffallend ist, dass die Expression von TACC2 gerade in frihen Stadien, wie
der Hyperpigmentierung, deren Vorstufe und dem Friuhstadium des
exophytischen Erythrophoroms, gegentber gesunder Haut, herab reguliert ist,
wahrend die Expression in den spateren Stadien der Tumore wieder zunimmt.
Also scheint TACC2 vor allem in der frihen Phase der Tumorentstehung eine

Rolle zu spielen.

Die eher niedrige Expression von TACC2 in den untersuchten Tumoren
bestétigt die Vermutung von Chen et al. 2000, welcher in TACC2 ein mdgliches
Tumorsupressorgen sah. In Zellen, in welchen zentrosomales TACC2 fehlt,
resultiert eine fehlerhafte Chromosomenverteilung (Dou et al. 2004). TACC2 ist
dabei von TTK (dual specificity protein kinase) abhangig, welches wiederum fir
die korrekte Ausrichtung der Chromosomen am Zentrosom bei der Mitose
essentiell ist. Demnach fuhrt ein Mangel an TACC2 zu einer fehlerhaften Mitose

und Zellteilung.
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TACC2 interagiert mit GAS42 und INI1, was die Vermutung aufkommen lasst,
dass TACC2 die Transkription des SWI/SNF-Komplexes beinflusst (Lauffart et
al. 2003). Das wirde bedeuten, dass TACC die Expression zahlreicher Gene

reguliert und damit auch eine wichtige Rolle in der Krebsentstehung spielt.

Gangisetti et al. identifizierte 2004 die Histon-Acetyltransferase als ein TACC2-
bindendes Protein. Die Histon-Acetyltransferase fuhrt dazu, dass Chromatin
aufgelockert wird und Transkriptionsfaktoren leichter binden koénnen. Ein
Mangel an TACC2 konnte also zu einer verminderten Bindung von

Transkriptionsfaktoren und zu einer mangelhaften Transkription fuhren.

Die Expression von TACC2 scheint von Xmrk nicht beeinflusst zu sein. Dies
lasst die ebenfalls erniedrigte Expression von TACC2 in Xmrk-unabhéngigen

Lymphomen schliel3en.

5.11 Expression von ZFAND5

Wahrend Scott et al. 1998 in menschlicher Milz eine eher niedrige Expression
von ZFANDS5 fand, scheint sich dies in Fischen etwas anders zu verhalten, da
hier die hochste Expression von ZFAND5 in der Milz zu finden war. Daflr
stimmt die etwas héhere Expression von ZFANDS5 in Gehirn und Muskel und die

niedrige Expression in der Leber mit den Ergebnissen von Scott Gberein.

ZFANDS stellt ein Inhibitor fir NFkB dar (Huang et al. 2004). NFkB wiederum ist
als ein bedeutender Transkriptionsfaktor, durch dessen Aktivierung die
Cyclooxygenase-2 verstarkt transkribiert wird. Dies hat fir das Immunsystem
weitreichende Folgen, da hierdurch Uber TNF-a und IL-1B vermehrt
Prostaglandin E2 gebildet wird (Rivest et al. 2000). Daher lasst sich die
Uberexpression von ZFANDS5 in exophytischen Erythrophoromen leicht
erklaren, da durch eine Inhibition von NFkB weniger Entziindungsmediatoren
ausgeschuttet werden und sich dadurch der Tumor vor dem Immunsystem
verbergen kann. Dies kénnte auch ein Grund dafur sein, weshalb hauptséachlich

ulcerése Oberflachen von Hauttumoren haufig bakteriell besiedelt sind.
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Es kann vermutet werden, dass ZFANDS5 durch Xmrk angeschaltet wird, da die
Expression von ZFANDS in Xmrk-unabhéangigen Lymphomen deutlich niedriger
exprimiert wird, als in Xmrk-abhangigen exophytischen Erythrophoromen.
Allerdings scheint ZFANDS5 auch in Lymphomen eine gewisse Rolle zu spielen,

da diese hier ebenfalls hoher exprimiert ist, als in gesunder Haut.

5.12 Fazit und Ausblick

Summa summarum kann man festhalten, dass die Expression der Gene GM2A,
MAPK3, NID1, PDIA4, RASL11B, SLC24A5, SPP1 und ZFAND5 von Xmrk
beeinflusst wird, wahrend dies fur die Gene G6PC, GAMT und TACC2 nicht
zutrifft. Auf welche Art und Weise Xmrk dabei die Expression genannter Gene

beeinflusst, wird Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein.

In dem im Voraus angefertigten Microarray waren alle hier getesteten Gene
uberexprimiert. Dies konnte hier nicht durchweg bestatigt werden. Im Vergleich
zu gesunder Haut werden GM2A, MAPK3, PDIA4, RASL11B, SLC24A5 und
ZFANDS in Tumoren hoher exprimiert, wobei die Uberexpression grob dem
Ergebnis des Microarrays entspricht. Die Gene G6PC, GAMT, NID1, SPP1 und
TACC2 werden dagegen verglichen mit gesunder Haut unveré&ndert oder
niedriger exprimiert, was dem Ergebnis des Microarrays wiederspricht. Bezieht
man sich jedoch auf das Frihstadium des exophytischen Erythrophoroms, bzw.
hyperpigmentierter Haut und deren Vorstufe andert sich das Ergebnis teils
erheblich.

Bei allen getesteten Genen sind jeweils Ausreil3er in beide Richtungen zu
finden. Dabei fallen die exophytischen Erythrophorome 17 und 37 auf, da sie
Ofters als Ausreil3er in beide Richtungen auftreten. Dabei handelt es sich bei
dem exophytischen Erythrophorom 17 um einen kleinen Tumor, wahrend das
exophytische Erythrophorom 37 zu den grol3eren Exemplaren gehort. Ergo
kann auch aus den Massen der Tumore kein Schluss auf die Genexpression
gezogen werden. Bei allen anderen Ausreil3ern unterscheiden sich die Gewebe
willkdrlich. Allerdings fallt auch auf, dass die Expression samtlicher Gene in der
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Hyperpigmentierung, bzw. deren Vorstufe und dem Fruhstadium des
exophytischen Erythrophoroms gegenuber gesunder Haut erniedrigt ist. Die
Genexpression in Tumoren scheint also sehr vom Stadium des Tumors
abhangig zu sein. Zudem lasst sich die Expression verschiedener Gene in
Tumoren nicht verallgemeinern. In jedem Tumor unterscheidet sich die
Genexpression in gewisser Weise. Man kann annehmen, dass jeder Tumor

einen eigenen Evolutionsweg beschreitet.

In Zukunft sollten zu Vergleichszwecken weitere Studien mit Melanomzelllinien
durchgeftihrt werden, um die Beziehung der getestenen Gene mit Xmrk weiter
zu prufen. Hierzu ist beispielsweise die selektive Hemmung der Xmrk-
Signalwege sinnvoll, um zu erfassen wie genau Xmrk Einfluss auf die
getesteten Gene nimmt. Aber auch das Ausschalten der getesteten Gene dirfte
in Hinsicht auf Proliferation, Apoptose, ect. interessante Ergebnisse liefern. Des
weiteren sind funktionelle Studien nétig, um die aufgestellte Thesen zu

bestatigen.

Es hat sich gezeigt, dass die Genexpression in Oryzias latipes haufig mit der
Expression in Homo sapiens tbereinstimmt. Daher kdnnten Erkenntnisse dieser
Art auch fur die zukinftige Entwicklung neuer Medikamente flir die

Krebstherapie von Nutzen sein.
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6.1 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist es ein besseres Verstandinis der molekularen Prozesse der
Melanomentstehung und Tumorprogression zu gewinnen. Hierfur wurde ein
Tiermodell transgener Medakas (Oryzias latipes) verwendet, welche als stabiles
Transgen das Konstrukt mitf::xmrk besitzen. Diese Fische entwickelten
Pigmentzelltumore, welche flr eine Microarrayanalyse herangezogen wurden.
Aus diesem Microarraydatensatz wurden 11 Gene ausgewahlt, welche in dieser

Arbeit ndher untersucht wurden.

Beobachtungen haben ergeben, dass sich bei transgenen Medakas, welche
Xmrk exprimieren, verschiedene pigmentierte Hauttumore entwickeln. Diese
Tumore wurden je nach ihrem verschiedenen Histiotyp Kklassifiziert und

untersucht.

Um einen Eindruck zu gewinnen, wie Xmrk die Transkription verschiedener
Gene, welche in der Krebsentstehung und —progression eine wichtige Rolle
spielen, beeinflusst, wurden pigmentierte Hauttumore transgener Medakas, so
wie zu Vergleichszwecken hyperpigmentierte Haut transgener Medakas und

Lymphome und gesunde Organe von Wildtyp-Medakas, untersucht.

Mit Hilfe von Real-time-PCR’s wurden die folgenden Gene untersucht: G6PC,
GAMT, GM2A, MAPK3, NID1, SLC24A5, SPP1, PDIA4, RASL11B, TACC2 und
ZFANDS5. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Expression der Gene
GM2A, MAPKS3, NID1, PDIA4, RASL11B, SLC24A5 und ZFAND5 von Xmrk
beeinflusst wird, wahrend dies fur die Gene G6PC, GAMT, SPP1 und TACC2
nicht zutrifft.

Im Vergleich zu gesunder Haut werden GM2A, MAPK3, PDIA4, RASL11B,
SLC24A5 und ZFANDS in Tumoren hdher exprimiert. Die Gene G6PC, GAMT,
NID1, SPP1 und TACC2 werden dagegen verglichen mit gesunder Haut

unverandert oder niedriger exprimiert.

Die Bedeutung der erhéhten Genexpression lasst sich in vielen Fallen zurzeit

nur theoretisch erfassen. Eine hthere Expression von SLC24A5 beispielsweise
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lasst vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen der Melaninproduktion und
der Zellproliferation besteht. Die Uberexpression von GM2A weist dagegen auf
eine Rolle von GM2A als Tumormarker hin. Dahingegen scheint die erniedrigte
Expression von GAMT und G6PC Auskunft Gber den verédnderten Stoffwechsel
in Tumoren zu geben. Um diese Ergebnisse zu bestatigen und zu entschlisseln
wie genau Xmrk die Expression der getesteten Gene beeinflusst, sind
allerdings noch weitere funktionelle Studien nétig. Generell kommt man zu dem
Schluss, dass die Genexpression sich in jedem Tumor unterscheidet. Daher

scheint jeder Tumor seinen eigenen Evolutionsweg zu beschreiten.
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6.2 Summary

Target of this work is to get a better understanding in melanomagenesis and
tumorprogression. Therefore a model of transgenic medakas (Oryzias latipes)
was used, wich had the construct mitf::Xmrk as a stable, integrated transgen.
Those fishes developed pigmentcelltumors that, wich where used in a
microarrayanalysis. Of the results of this microarray 11 genes where chosen

and analysed in this study.

Those transgenic medakas which got xmrk injected, but without a
tumorsuppresorgen, developed various pigmented kinds of skin cancer. Those

tumors were analysed equally to their histiotyps.

To get an idea, how Xmrk effects the transcription of several genes, which play
an important role in tumor development and progression, pigmented skin cancer
of transgenic medakas and for comparison, hyper pigmented skin of transgenic

medakas and also lymphoma and healthy organs where tested.

The following genes where tested by real-time-PCR: G6PC, GAMT, GM2A,
MAPK3, NID1, SLC24A5, SPP1, PDIA4, RASL11B, TACC2 and ZFANDS. It
was noticed that the expression of the genes GM2A, MAPK3, NID1, PDIA4,
RASL11B, SLC24A5 und ZFAND5 gets modified by Xmrk. In contrast the genes
G6PC, GAMT, SPP1 and TACC2 didn't.

In comparison to healthy skin GM2A, MAPKS3, PDIA4, RASL11B, SLC24A5 and
ZFANDS5 got higher expressed in tumors. Indeed the expression level of the
genes G6PC, GAMT, NID1, SPP1 and TACC?2 is the same or even lower than in
healthy skin.

The meaning of the higher gen expression can currently just be theoretically
conceived. The higher expression of SLC24A5 for example leads to guess that
there is a link between the production of melanin and cell proliferation. The
overexpression of GM2A shows that GM2A plays maybe a role as an tumor
marker. However the lower expression of G6PC and GAMT gets references

about the metabolism in cancer. To fix this results and get an better
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understanding how Xmrk affects the expression of this genes, additional

funktional studies are necessary.

The result is that gene expression differs in each tumor. A common conclusion

is not possible. It appears that each tumor goes its own evolutionary way.
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Abb. Abbildung
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S Sekunde

SLC24A5 solute carrier family 24 member 5
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TE Tris’lEDTA
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264

BJ718
854

BJ740
033
BJO27
941
BJ745
438

BJ741
660

BJ734
023

BJ529
375

Ola.8
502

Ola.5

376

Ola.2
78

Ola.5
378
Ola.1
378
Ola.3
387

Ola.2
76

Ola.7
045

Ola.3
112

isoform 1; GLE1 (yeast homolog)-like,
RNA export mediator [Pan
troglodytes]

Transcribed locus, moderately similar
to NP_006274.1 transforming, acidic
coiled-coil containing protein 1 [Homo
sapiens]

Transcribed locus, moderately similar
to XP_215794.3 PREDICTED: similar
to Dendritic cell protein GA17 [Rattus
norvegicus]

Transcribed locus, moderately similar
to NP_035047.1 nidogen 1 [Mus
musculus]

Transcribed locus, moderately similar
to XP_232345.1 PREDICTED: similar
to C2F [Rattus norvegicus]
Transcribed locus, weakly similar to
NP_000142.1 glucose-6-
phosphatase, catalytic [Homo
sapiens]

Transcribed locus, weakly similar to
NP_990085.1 muscle derived protein
[Gallus gallus]

Transcribed locus, moderately similar
to XP_509856.1 PREDICTED: similar
to myosin, heavy polypeptide 7,
cardiac muscle, beta [Pan troglodytes]
Transcribed locus, weakly similar to
XP_415743.1 PREDICTED: similar to
hypothetical protein MGC32124
[Gallus gallus]

Transcribed locus, weakly similar to
XP_533526.1 PREDICTED: similar to
Zinc finger A20 domain containing
protein 2 (Zinc finger protein 216)
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3608

6600

2920

8337

3767
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6649

5373

4457

2491

8,61

8,67

9,11

9,92

9,40

9,35

8,67

9,99

9,39

9,09

8,48

3,40

0,83

1,87

2,02

0,75

2,09

0,92

2,04

1,91
0,93
2,63

2,09

2,21

1,14

191

1,70

0,26

0,84

3,45

1,13

1,65
1,44
1,62

1,55

1,08

1,97

1,33

1,63

2,57

1,69

1,27

1,33

1,32
1,72
0,60

0,73

0,708 0,358

0,18 95522 62069

0,804

2,56 25532
0,318 0,505

1,39 21722 31287 1
0,439 0,326

1,11 81783 05341 1 1

0,900 0,352 0,420

2,61 1 35273 20126 07435
0,689 0,395

1,44 03803 45335 0,1 0,1

0,570 0,183 0,935 0,717

0,22 85958 26693 84906 29958

0,379 0,444

1,31 06658 0,1 44444

0,400 0,348 0,726

0,90 90085 70093 1 44163

1,65 0,1

0,820

0,86 9607

0,204

1,27 08508

1,63

1,62

1,62

1,61

1,55

1,52

1,47

1,45

1,44
1,44
1,43

1,41

109

3,09

3,08

3,08

3,06

2,92

2,86

2,76

2,74

2,72
2,71
2,69

2,66

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

BJ503
032
BJ716
845

BJ726
450

BJ728
283

BJ539
774

BJ740
591

BJ724
320
BJ727
669

BJ026
496
Yeast
tRNA
BJ740
750
AU17
0427

Ola.4
122
Ola.2
078

Ola.6
763

Ola.2
480

Ola.6
093

Ola.6
331

Ola.3
939
Ola.8
005

Ola.2
287

Ola.5
883
Ola.5
73

isoform 1 [Canis familiaris]
Transcribed locus, moderately similar
to NP_005691.2 dipeptidylpeptidase
Il isoform 1; dipeptidylpeptidase IlI
[Homo sapiens]

Transcribed locus

Transcribed locus, weakly similar to
XP_419010.1 PREDICTED: similar to
U11/U12 snRNP 48K [Gallus gallus]
Transcribed locus, moderately similar
to XP_418019.1 PREDICTED: similar
to hypothetical protein 2810027J07;
cDNA sequence BC025615 [Gallus
gallus]

Transcribed locus, weakly similar to
NP_650528.1 CG6126-PA
[Drosophila melanogaster]
Transcribed locus, moderately similar
to NP_990860.1 adenylosuccinate
lyase [Gallus gallus]

Transcribed locus, moderately similar
to XP_513197.1 PREDICTED: similar
to thioredoxin family Trp26 [Pan
troglodytes]

Transcribed locus

Transcribed locus, moderately similar
to NP_116011.1 multi-PDZ-domain-
containing protein [Homo sapiens]

Transcribed locus
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1582

4909

3695

7397

4021

2639

531

7294

4669
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880

10,07

9,14

10,51

9,03

9,86
9,80
8,65
9,70

10,48

9,48
9,79
8,87

8,90

1,78

0,74

2,18

1,89

1,78
1,60
0,49
1,33

0,49

1,39
1,70
2,06

2,25

0,90

2,85

0,60

2,45

0,62
1,03
0,39
1,73

1,09

1,12
0,49
0,69

0,66

1,52

0,48

1,26

0,86

1,57
2,02
2,57
1,34

1,33

1,43
1,61
1,17

0,04

0,373
35704

0,462
5629
0,256
7256

0,963
53225
0,115
89404 1

0,819
1,30 23331

1,41 0,1

0,566
93988

0,953
67412

0,213

1,41 0,1 5506
0,211

489

0,292
77389

0,910
50584

0,656

0,16 48855

0,422
48099

0,481
05263 1
0,225 0,568
0,67 22015 54931 1

0,916
1,85

0,973
1,37 68421
0,1
0,590
98113 11026
0,553 0,146
0,1 31564 26413
0,543
3952

0,90 0,1
0,597
26135

2,27 0,1

0,431
11333
0,329
45932 0,1 1 1
0,415 0,757 0,403
12271 30714 1 36134

0,372 0,156
52774

0,592
1 59259

1,20
1,27
0,95

1,92 86275 1

1,37

1,37

1,36

1,34

1,33
1,33
1,32
1,32

1,29

1,29
1,27
1,22

1,22

110

2,59

2,59

2,57

2,53

2,52
2,51
2,50
2,50

2,45

2,44
2,41
2,32

2,32

up

up

up

up

up

up

up

up

up

BJO17
250
BJ715
639

BJ535
795

BJ730
766

BJ508
458
ABOO
9568
BJ504
410
BJ746
354
AY60
9382

BJ740
439
BJ718
582
AU17
1770
BJ489
085

Ola.2
892
Ola.6
636

Ola.4
316

Ola.8
509

Ola.4
322
Ola.7

Ola.3
692
Ola.4
319
Ola.4
427

Ola.6
558
Ola.2
285
Ola.4
89
Ola.4
327

Transcribed locus, moderately similar
to NP_689753.2 secl family domain
containing 2; syntaxin binding protein
1-like 1 [Homo sapiens]

Transcribed locus, weakly similar to
XP_421193.1 PREDICTED: similar to
double substrate-specificity short
chain dehydrogenase/reductase 2
[Gallus gallus]

Transcribed locus, weakly similar to
NP_084154.1 tubulin-specific
chaperone d [Mus musculus]
Transcribed locus, weakly similar to
XP_413747.1 PREDICTED: similar to
lipidosin; bubblegum; very long-chain
acyl-CoA synthetase [Gallus gallus]

OIGRK-C

Transcribed locus

Transcribed locus

ZFP313 protein

Transcribed locus, weakly similar to
XP_415959.1 PREDICTED: similar to
outer hair cell motor protein prestin
[Gallus gallus]

Transcribed locus

Transcribed locus

Transcribed locus



3030 9,03
5434

792 881
6174 9,60
8101 8,40
1848 9,85
3008 9,48
1791 8,92

567 8,59
1922 10,26
6337 8,73
3321 8,48
4904 8,56

0,88

1,02
1,65
1,68
0,47
0,72

0,86

1,89
1,12
1,66
0,36
1,91

1,63

1,09

0,92
1,59
1,34
0,82
2,25

0,60

2,04
0,90
1,89
1,81
1,09

2,20

1,46

1,70
0,53
1,02
1,34
0,41

1,63

0,02
0,79
0,58
1,49
0,38

0,51

1,43

1,19
2,09
0,66
2,05
1,22

1,46

0,53
1,59
0,25
1,41
0,97

0,02

0,362
47335

0,1
0,518
31299
0,381
1475

0,477
79112

0,335
75464
0,503
47587
0,392
45002

0,1
0,418
58038
0,293
4732

0,400
12602

0,1
0,502
49252
0,352
96286
0,240
88792
0,645
35168
0,273
21279

0,163
34519
0,573
44633
0,242
90738
0,305
89182
0,606
81818
0,258
77424

1

0,500
41649
0,341
01382

0,312
83574

0,770
60932

0,747
44027
0,182
45614

0,952

15311
0,716

66667
0,593

6255

0,734
17722

0,400
3881

0,698
11321
0,661
01695
0,465
17901

0,1

0,335
64014
0,749
70692
0,744
58874
0,302
49761
0,592
26933

1,22

1,21
1,20
1,18
1,17
1,15

1,14

1,11
1,10
1,10
1,09
1,09

1,08

111

2,32

2,31
2,29
2,26
2,25
2,22

2,20

2,16
2,14
2,14
2,13
2,12

2,12

up

up

up

up

up

up

up

up

up

BJ741
803

BJ508
218
BJ746
983
BJ530
992
ABOO
1741
BJ737
355
BJ530
179

AU17
1752
BJO26
723
BJ495
703
D896
27
BJ492
690
BJ748
610

Ola.5
366

Ola.3
824
Ola.2
076
Ola.4
763
Ola.7

Ola.2
079
Ola.4
748

Ola.6
77
Ola.5
371
Ola.4
010
Ola.4
471
Ola.3
791
Ola.8
319

Transcribed locus, strongly similar to
XP_414657.1 PREDICTED: similar to
Glucosamine-6-phosphate isomerase
(Glucosamine-6-phosphate
deaminase) (GNPDA) (GIcN6P
deaminase) (Oscillin) [Gallus gallus]
Transcribed locus, strongly similar to
XP_512019.1 PREDICTED: similar to
Guanine nucleotide-binding protein
G(olf), alpha subunit (Adenylate
cyclase-stimulating G alpha protein,
olfactory type) [Pan troglodytes]

Transcribed locus
Gil alpha subunit
Transcribed locus

Transcribed locus

Transcribed locus, weakly similar to
XP_517996.1 PREDICTED: similar to
protocadherin gamma subfamily C, 5
isoform 2 precursor [Pan troglodytes]
Cellular nucleic acid binding protein,
partial

Transcribed locus
Cytoplasmic actin OICA1
Transcribed locus

Transcribed locus, weakly similar to
XP_541662.1 PREDICTED: similar to



2,40
6819 8,43 1,29
1411 8,83 043
7485 8,78 1,80
942 939 2,04
4949 - 0,78

2 948 154
6940 8,74 1,03
3873 8,38 1,68
6495 9,58 0,77
6153 0,65
581 1,38
1000 9,93 1,39

0,00
2,02

1,18

0,65

1,09
1,09

1,68

2,12
0,49
0,41

0,76

1,15

0,60

1,03
0,14

1,83

0,70

0,03
0,55

0,35

0,88
1,17
1,19

1,41

0,81

0,94

0,88
0,82

1,68

1,10

1,05
1,78

0,63

0,16
0,85
1,82

1,32

0,71

1,08

0,160
38585
0,514
08599
0,855
69106

0,538
20961

0,438
09524

0,1
0,398
10248

0,611
11111
0,224
02312
0,664
08068
0,730
59387

0,165
97725

0,593
90502

0,253
58425
0,541
97761

0,646
19

0,1
0,330
51181

0,374
74542
0,733
55263
0,870
54662
0,351
49024

0,218
90741

0,793
40688

0,692
77108
0,103
58566
0,926
53061

0,352
41285

0,285
71429

0,1
0,246
47887

0,798
63481
0,492
61084
0,820
97335
0,664
83032

0,721
37405

0,698
52941
0,645
83333

0,834
17085
0,581
63265
0,860
73059

0,570
86614
0,293
61702

0,1

0,1

1,08
1,07

1,07

1,06

1,05
1,05

1,05

1,05
1,05
1,04

1,04

1,01

1,00

112

2,11
2,10

2,09

2,09

2,08
2,07

2,07

2,07
2,07
2,06

2,05

2,02

2,01

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

BJ520
300
AU16
9287
AJ245
395

BJ026
496

BJ722
806
AU16
9226
Yeast
tRNA

BJ748
020
D896
27
BJ728
035
BJ508
126

BJ745
872

BJ715
928

Ola.4
562
Ola.3
219

Ola.5

Ola.2
287

Ola.5
968
Ola.4
87

Ola.6
473
Ola.4
471
Ola.3
935
Ola.4
236

Ola.5
759

Ola.7
512

zinc finger protein 111 [Canis
familiaris]

Transcribed locus
Transcribed locus

Eyes absent 1 protein (eyal gene)
Transcribed locus, moderately similar
to NP_116011.1 multi-PDZ-domain-
containing protein [Homo sapiens]
Transcribed locus, moderately similar
to NP_892035.1 structure specific
recognition protein 1 [Mus musculus]

Transcribed locus

Transcribed locus, moderately similar
to NP_035712.1 thrombospondin 4
[Mus musculus]

Cytoplasmic actin OICA1
Transcribed locus, weakly similar to
NP_989896.1 LZ1 [Gallus gallus]

Transcribed locus

Transcribed locus, moderately similar
to XP_520278.1 PREDICTED: similar
to Adenylate kinase isoenzyme 1
(ATP-AMP transphosphorylase) (AK1)
(Myokinase) [Pan troglodytes]
Transcribed locus, moderately similar
to XP_422828.1 PREDICTED: similar
to TCDD-inducible poly(ADP-ribose)
polymerase [Gallus gallus]



951 10,01 1,12

0,25 0,52 2,13

1

0,602 0,565
1 51046 46727 1,00

113

2,00 up

BJ747 Ola.6

086

321

Transcribed locus, moderately similar
to XP_222163.1 PREDICTED: similar
to myosin, light polypeptide 6, alkali,
smooth muscle and non-muscle
[Rattus norvegicus]
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