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4. Ergebnisse

4.1 Kartierung des Tumorregulatorgens R

In einer vorangegangenen im Rahmen ener Dissertation (Fornzler, 1994) durchgefihrten
Untersuchung konnte die Kopplung zwischen einer Tumorregulatoraktivitdt R und einem
Esterase-1soenzymlocus, ESL, die bereits zuvor postuliert worden war (Siciliano et al., 1976b,
Ahujaet a., 1980), bestétigt werden. Die Untersuchung von 250 Riickkreuzungsbastarden der
ersten Rickkreuzungsgeneration (BCq) hate eine Rekombinationshdufigkeit von 30,4%
ergeben. Bisang war nicht zu entscheiden, ob das an der Kontrolle der Tumorentwicklung
beteiligte Autosom (Anders et al., 1973) einen einzigen regulatorischen Locus beinhatet oder
aber eine polyfaktorielle Regulation der Tumorentwicklung vorliegen kdnnte. Zudem stand
keine Genkarte zur Verfugung, die die Voraussetzung fir eine Positionsklonierung von R
darstellt.

4.1.1 Untersuchung von Bastarden aus héheren Ruckkreuzungen

Eine Beantwortung der Frage, ob mit R ein alleiniger regulatorischer Locus vorliegt oder aber
mehrere Faktoren an der Tumorkontrolle beteligt sind, konnte durch Andyse der
Rekombinationshaufigkeit zwischen ESL und dem Tumorphéanotyp an Bastarden aus héheren
Rickkreuzungen moglich werden. Diese sollte im Fall nur eines betelligten Genlocus im
Verlauf der Generationen unter der Voraussetzung gleich bleiben, dal3 fur die Weiterzucht nur
Bastarde des parentalen Genotyps eingesetzt werden, die einen gutartigen Tumor bel
Vorhandensein der Esterasel®-Isoform (RY/ES1) aufweisen. Im Falle mehrerer Regulatoren
wére dagegen ein allméhlicher Verlust der Kopplung von ESL und R zu erwarten. Anstelle einer
je 50% Verteilung gutartiger und boOsartiger Tumorphdnotypen wirden mit steigender
Ruickkreuzungsgeneration zunehmend mehr Nachkommen mit malignem Tumor auftreten.

4.1.1.1 Kopplung von ES1-Enzymlocus zu R

Im Zetraum dieser Arbeit standen Rickkreuzungshybride aus der zweiten bis funften
Rickkreuzung von X. maculatus (Rio Jamapa, MdISd-ONC-erk) nach X. hdleri zur
Verfugung. Daneben wurden 18 weitere BC1-Fische zur Aufstockung der bereits vorhandenen
Daten genutzt. Der Tumorphanotyp der Fische wurde makroskopisch unter Verwendung des
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Kriteriums von invasivem Wachstum als Merkmal fur maligne Tumoren bestimmt. Die Analyse
der beiden Esterasel-Allele erfolgte nach Auftrennung der Proteinextrakte in einem 13%igen
Starkegel und einer Substratfarbung mit a-Naphtylpropionat (Férnzler, 1991).

Die Erhéhung der Zahl der Fische aus der BC1-Generation von 250 auf 268 fihrte zu einer
Verringerung der Rekombinationshaufigkeit zwischen ES12 und R von 30,4% auf 29,5%. Die
von den BC;1-BCs Generationen erhatenen Werte zeigen aternierend Abweichungen von
diesem Wert nach oben und unten, eine signifikante Abweichung ergab sich jedoch nur fir die
funfte Ruckkreuzungsgeneration (x2-Test, p<0,05). Die Rekombinationshaufigkeit fir BCs 8%
bei 87 untersuchten Tieren sogar keinen Riickschlul mehr auf eine Kopplung von ES12 und R
zu (lod score: 0,3).

Tab. 2: Kopplungsanalyse von R mit ESL in Fischen der Rickkreuzungsgenerationen BC1-
BCs (p, Rekombinationshaufigkeit)

Generation parental rekombinant p [%0] lod score
BCy 189 79 29,5 10,1
BCo 85 27 24,1 6,6
BCs 74 38 33,9 2,6
BC4 53 15 22,1 4,7
BCs 49 38 43,7 0,3

Diagramm 1: Rekombinationshaufigkeiten von R und ESL in Fischen der Rickkreuzungs-
generationen BC1-BCs

p<0,05

45% m
40%
35% )
30% )
25% )
20%
15%
10%
5%
0%

Rekombinationsfrequenz

0 1 2 3 4 5
BC-Generationen




Ergebnisse

43

Von der BC2-BCx zeigt nur die BCr eine signifikante Abweichung von den 29,5% Rekombinationsrate der BC1.

4.1.1.2 Melanomphanotyp

Geht man von der Annahme aus, dal3 die Tumorbildung nur von einem einzigen Genlocus
reguliert wird, wére zu erwarten, dald von den Tieren unter den Rickkreuzungsgenerationen,
die das Tumor-verursachende Xmrk Onkogen erben, gleichbleibend die Hélfte der Fische en

gutartiges, die andere Halfte ein bosartiges Melanom auspragen.

Tab. 3: Auftreten benigner und maligner Tumoren bel Fischen der Rickkreuzungs-
generationen BC1-BCs (n, Anzahl der analysierten Fische)

Generation benign malign
BC; 125 143
BCo 63 49
BC3 75 37
BCy 21 47
BCs 26 61

268
112
112
68
87

Die makroskopische Klassifizierung der Rickkreuzungshybriden
Rickkreuzungsgeneration eine signifikante Abweichung von der
benigner zu maligner Tumoren auftritt (siehe Diagramm 2).

zeigte, dal3 ab der dritten
erwarteten 1:1 Verteilung

Diagramm 2: Aufteilung von benignen und malignen Phanotypen bei BC1-BCs
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4.1.2 Molekulare Marker fur R

Die folgenden Analysen zur Detektion molekularer Markersequenzen fir den regulatorischen
Genlocus R wurden an Fischen der ersten Riickkreuzungsgeneration durchgefiihrt. Dem lagen
die Uberlegungen zugrunde, durch Minimierung der Anzahl durchlaufener Meiosen auch
Marker zu erhalten, die aul3erhalb des Segments ES12-R positioniert sind und aufgrund des
Fehlens anderer Selektionsmarker in  hoheren Rickkreungsgenerationen andernfalls
verlorengehen konnten.

4.1.2.1 AP-PCR und AFLP-Analysen

Das bereits mit der Diplomarbeit (Gutbrod, 1996) begonnene Projekt der Markeranalyse mittels
der Methode der radioaktiven AP-PCR wurde fortgefuhrt, wobel die Oligonukleotide OPA16-
20 und U1-U7 zur Anwendung kamen. Alle Marker wurden auf korrekte Vererbung nach den
Mendelschen Regeln Uberprift (x2-Test) und solche mit p<0,02 nicht in die Auswertung
miteinbezogen. ES wurden zunéchst 18 Fische der parentalen Genotypen (X. maculatus.
ESI&R* und X. hdleri: ESIP/R7) zusammen mit je zwei Fischen der Elternarten auf das
Vorkommen polymorpher Marker getestet. Trat dabei ein Markerkandidat auf, der Kopplung zu
ESI¥R* -Fischen zeigte, wurden weitere Individuen analysiert. Die Einbeziehung von
Rekombinanten (ES1I&R- und ESIP/R*) erlaubte eine ungefahre positionelle Eingliederung
gegeniber Esterasel- und R-Genlocus.

Die Gesamtheit der mit den oben genannten Primern detektierten X. maculatus spezifischen
Marker istim Anhang in den Tab. 13 und 14 aufgefihrt. Die Anzahl der zu Kopplungsgruppe
V zdhlenden Markersequenzen konnte von drei (10.1, 12.1, 13.3; Gutbrod, 1996 ) auf finf
erhoht werden.

Tab. 4. Kopplung der AP-PCR Maker 10.1, 12.1, 13.3, 182 und 195 zu R

Name des n parental rekombinant p lod
Markers score
10.1 43 29 14 0,33 1,2
12.1 42 28 14 0,33 1,0
13.3 31 18 13 0,42 0,2
18.2 40 28 12 0,30 1,4
19.5 43 31 12 0,28 1,9
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Abkirzungen: n, Anzahl der getesteten Individuen; p, Rekombinationshaufigkeit

Tab. 5: Kopplung der AP-PCR Marker 10.1, 12.1, 13.3, 18.2 und 195 zu ES 1@
(Abklrzungen siehe Tab.4)

Name des n parental rekombinant p lod
Markers score
10.1 71 69 2 0,03 17,4
12.1 70 70 0 0,00 21,1
13.3 57 51 6 0,11 8,8
18.2 63 55 8 0,13 8,6
19.5 70 59 11 0,16 7,9

Waéhrend alle finf Markersequenzen eine zum Teil starke Kopplung zum Esterasel-Enzymlocus
zeigen, ist keine gesicherte Kopplung zum Tumorregulatorlocus R erkennbar (lod score<3).

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von D. C. Morizot an MD ANDERSON CANCER
CENTER in Texas, U.S.A. sollte untersucht werden, ob die neu detektierten Marker auch in
anderen Xiphophorus Kreuzungen eine Kopplung zeigen. Gegebenenfalls kénnten diese in die
bereits bestehende Genkarte von Xiphophorus, die zum damaigen Zeitpunkt 17
Kopplungsgruppen umfaldte (Kazianis et al., 1996), integriert werden. Fir diese Anayse
wurden DNAs aus folgenden Kreuzungen getestet:

Kreuzung 1: X. hell Rio Sarabia x (X. mac Rio Jamapa 163B x X. hell Rio Sarabia)

Kreuzung 2: X. hell Rio Sarabia x (X. mac Rio Jamapa 163A x X. hell Rio Sarabia)

Im Gegensatz zu der in unserem Labor verwendeten klassischen Kreuzung wurden hier X.
helleri Tiere eines anderen Fundortes, namlich Rio Sarabia angtelle von Rio Lancetilla as
rekurrentes Elternteil eingesetzt. X. maculatus Tiere Jp 163B weisen das Makromel anophoren-
muster Sp auf, wohingegen der Stamm Jp 163A das Sd-Muster trégt. Letzterer entspricht dem
Genotyp von X. maculatus, der in der klassischen Kreuzung verwendet wird. Das Ergebnis
dieser Kopplungsanalyse ist in den Tabellen 6 und 7 dargestellt.

Die Marker 12.1 und 13.3 waren in beiden Kreuzungen (1, 2, Texas) nicht polymorph und
konnten somit nicht Ubertragen werden. 10.1, 18.2 und 19.5 zeigten gegenuber unserer
Kreuzung (klassische Kreuzung, Wirzburg) eine vergleichbare Kopplung zu ES12, ene
Kopplung zum Tumorphanotyp war auch in den beiden anderen Kreuzungen nicht
festzustellen. Bel Vereinigung der Daten aus dlen drei Kreuzungen bleiben die
Rekombinationshaufigkeiten der Marker 10.1, 18.2 und 19.5 zu ES12 ungefahr gleich, der lod
score erhdht sich erwartungsgemda? aufgrund der vergroRerten Individuenzahl. Die
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Rekombinationsfrequenzen dieser Marker zu R zeigen jewells einen intermedidaren Wert (10.1:
34%, 18.2: 37%, 19.5. 35%; vergleiche Tab. 4 und 6), doch trotz erhdhter Individuenzahl
bleibt der lod score unter drei. Neben den Ubertragbaren Markern wurde ein weiterer Marker
(10.2) detektiert, der Kopplung zum Enzymlocus zeigte. Finf weitere neu aufgetretene
Polymorphismen konnten anderen Kopplungsgruppen zugeordnet werden (K opplungsgruppen
IV, XIlI, U16, U18, U19; Morizot et a., 1998).

Tab. 6: Kopplung der AP-PCR Marker 10.x, 18.x und 19.5 zu R; die Daten der zwei
Kreuzungen wurden zusammengefaldt (Abkirzungen siehe Tab. 4)

Name des n parental rekombinant p lod
Markers score
10.0* 71 44 27 0,38 0,9
10.1 68 44 24 0,35 1,3
10.2* 59 35 24 0,41 0,5
10.2a* 60 33 27 0,45 0,1
10.3* 50 32 18 0,36 0,9
18.0* 27 11 16 0,59 0,2
18.1* 62 30 32 0,52 0,0
18.2 44 25 19 0,43 0,2
19.5 50 29 21 0,42 0,3

*: in diesen Kreuzungen neu detektierte Markersequenzen

Tab. 7. Kopplung von AP-PCR Maken zu ESI®; zusammengefalde Daen
(Abklrzungen siehe Tab. 4)

Name des n parental rekombinant p lod
Markers score
10.0* 134 60 74 0,55 0,3
10.1 126 121 5 0,04 28,8
10.2* 110 87 23 0,21 8,6

10.2a* 110 51 59 0,54 0,1
10.3* 96 55 41 0,43 0,4
18.0* 61 27 34 0,56 0,2
18.1* 126 66 60 0,48 0,1
18.2 84 74 10 0,12 12,0
19.5 95 79 16 0,17 9,9
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*: in diesen Kreuzungen neu detektierte Markersequenzen; Mitglieder von Kopplungsgruppe V sind fettgedruckt
hervorgehoben

X Riickkrenzungshastondse (B ) X heilf

i F a d ] [} 7 A ] 1 91 12 1 14 15 & 1T i&

Abb. 5: AP-PCR mit dem Primer OPA-10 bei Parental- und BC;-Fischen der Kreuzung 2.
Die Pfeile markieren die Marker 10.2, 10.2a und 10.3.

Die Effizienz der Markerkartierung durch AP-PCR sollte mit der einer anderen Technik, der
AFLP-Anayse verglichen werden. Es wurde zunédchst Gberprift, ob die von Vos et a. (1995)
beschriebene Enzymkombination aus EcoRI und Msel auch fir die Anwendung be
Xiphophorus geeignet wére. Die Spaltung genomischer DNA von Mensch, Zebrafisch und
Xiphophorus zeigte nach Auftrennung in einem Agarosegel Produkte, die sich im selben
Grolenbereich mit Hauptanteil bis 1300 bp vergleichbar verteilten (Daten nicht gezeigt). Dies
lag im Bereich der durch PCR problemlos amplifizierbaren Lange, so da3 diese
Enzymkombination als geeignet ausgewahlt wurde. Der Test von Primern mit drei selektiven
Nukleotiden (siehe 3.21.2) an DNA der beiden Elternarten ergab eine ausreichende Komplexitét
des Bandenmusters im Autoradiogramm. Hierauf wurden verschiedene +3-Primer-
kombinationen an 18 DNASs von Bastarden der ersten Rickkreuzungsgeneration angewendet.
Interessante Markersequenzen wurden an einer groferen Anzahl von BCi-Fischen Uberpruft.
Alle X. maculatus spezifischen polymorphen Marker sind im Anhang in Tab. 15 aufgefhrt.
Durch AFLP-Analyse konnten 4 Marker detektiert werden, die mit dem ESterasel®-
Isoenzymlocus kosegregieren. Zwel dieser Marker (K2.3, K31.9) zeigen ebenfdls ene
Kopplung zum gutartigen Tumorphénotyp. Dieselbe Rekombinationshaufigkeit von K2.3 und
K31.9 zu R |&% vermuten, dai die beiden Marker an gleicher Position auf dem Chromosom
lokalisiert sind. Dal3 dies nicht der Fall ist, zeigt der genetische Abstand der beiden Marker zu
ES12, der fir K2.3 ca. 5 cM, fiir K31.9 dagegen etwa 11 cM betragt. In Ubereinstimmung
damit belduft sich der Abstand der Marker zueinander auf ungefahr 16 cM (lod score: 9,1).
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Tab. 8. Kopplung der AFLP-Marker K2.3, K11.7, K13.7, K15.9, K19.1, K27.x,
K31.9, K32x zu R

Name des n parental rekombinant p lod
Markers score
K2.3 64 47 17 0,27 3,2
K11.7 64 40 24 0,38 0,9
K13.7 62 38 24 0,39 0,7
K15.9 36 22 14 0,39 0,4
K19.1 62 42 20 0,32 1,7
K27.3 64 43 21 0,33 1,7
K27.6 63 44 19 0,30 2,2
K31.9 64 47 17 0,27 3,2
K32.1 36 22 14 0,39 0,4
K32.10 36 23 13 0,36 0,6

Abkirzungen: n, Anzahl der getestetet Fische; p, Rekombinationshéaufigkeit; Marker, die eine Kopplung zu R
zeigen, sind fettgedruckt hervorgehoben

Tab. 9: Kopplung von AFLP-Markern zu ES18

Name des n parental rekombinant p lod

Markers score
K2.3 82 78 4 0,05 17,7
K11.7 82 64 18 0,22 5,9
K13.7 62 43 19 0,31 2,1
K15.9 36 25 11 0,31 1,2
K19.1 82 47 35 0,43 0,4
K27.3 82 42 40 0,49 0,0

K27.6 81 73 8 0,10 13,0
K31.9 82 73 9 0,11 12,4
K32.1 36 25 11 0,31 1,2
K32.10 36 26 10 0,28 1,6

Abkurzungen siehe Tab. 8; die mit ES12 kosegregierenden Marker sind fettgedruckt hervorgehoben

4.1.2.2 Vergleich der Methoden AP-PCR und AFLP

Die DurchfUhrbarkeit der von Welsh et a. (1991) beschriebenen Methode der AP-PCR und die
von Vos et a. (1995) dargestellte AFLP-Analyse ist vergleichbar einfach. Die jewells benétigte
DNA-Menge pro Reaktion betragt 20 bzw. 6,5 ng, der Zeitaufwand ist ahnlich gering, da die
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zusétzlichen Restriktionsspaltungs- und Préamplifizierungsschritte bei der AFLP-Methode nicht
mit jeder neuen Primerkombination durchzufihren sind.

Fur die Kartierung von R wurden insgesamt 33 verschiedene Oligonukleotide in AP-PCR
Reaktionen eingesetzt. Die Gesamtzahl der mit diesen detektierten X. maculatus spezifischen,
auswertbaren Polymorphismen betrug 91, dies entspricht im Mittd 2,8 Banden je Primer.
Durch AFLP wurden mit 35 verschiedenen Primerkombinationen 298 X. maculatus spezifische
Marker erkannt, im Mittel 8,5 Banden je Kombination. Diese Diskrepanz beruht zum grof3en
Tell darauf, dal3 bei der AP-PCR mit 9 Primern keine Polymorphismen zu finden waren, walil
entweder die Bandenkomplexitdt insgesamt sehr gering war oder sich keinerle Produkte
ergaben. Dieser Fall trat bel der AFLP-Technik nur einma ein. Auch in der Reproduzierbarkeit
zeigte sich die Uberlegenheit der AFLP-Technik. So stellte es kein Problem dar, Markerdaten
auf beliebig vide Individuen auszudehnen, wohingegen es nicht gelang, nach langerem
Zeitraum weitere Daten Uber die AP-PCR Marker 18.2 und 19.5 zu erhaten. Im Fall von 18.2
konnte auf der erwarteten Hohe im Gel kein Polymorphismus entdeckt werden, wahrend bel
19.5 in der mehrfach wiederholten PCR keinerlei Produkte gebildet wurden.

X, o Espaigt ESIPiR X hell
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Abb. 6: AFLP-Anayse von Hybriden der ersten Rickkreuzungsgeneration und den beiden
Elternarten mit der Primerkombination Eco+AGG/Mse+GCA. ES13/R*: Genotyp der Fische 1-

9; Eslb/R: Genotyp der Fische 10-18. Polymorphe, fur X. maculatus spezifische Banden,
sind durch Pfeile gekennzeichnet.

4.1.2.3 Untersuchung der Kandidatengene CDKN2X und XDNMT-1 auf
Kopplung zu R

Die Arbeitsgruppe um D. C. Morizot konnte in einem PCR-Ansatz das pl16-Homolog des
Menschen aus Xiphophorus amplifizieren und klonieren (Nairn e al., 1996).
Kopplungsanalysen zeigten, dal3 das Gen in Kopplungsgruppe V lokalisiert ist und in einer



Ergebnisse 50

bestimmten Kreuzung eine deutliche Korrelation der Anwesenheit des X. maculatus Allels zur
Ausbildung exophytisch wachsender Médanome besteht. Es kdnnte sich somit um en
Kandidatengen fir den regulatorischen Locus R handeln. Diese Hypothese sollte im klassischen
Kreuzungssystem Uberprift werden. Dazu wurde eine PCR mit DNASs der BC1-Generation mit
den Primern P16F8 und P16R16 durchgefihrt, die eine aufgrund einer in der Promotorregion
des Gens vorhandenen variablen GT-Wiederholung polymorphe Sequenz umspannen. Daraus
ergibt sich fir das X. maculatus Alld eine Bande von 1220 bp Lange, wahrend das X. hdleri
Alld nur etwa 1000 bp grof3 ist. Unter 94 getesteten Fischen fanden sich 19 mit ener
Rekombination zwischen dem CDKN2X-Gen und dem ESL-Enzymlocus. Dies entspricht einer
Rekombinationshaufigkeit von 20,2% (lod score=7,7). Von 55 zur Verflgung stehenden
Fischen, die einen gut- oder bdsartigen Tumor aufwiesen, waren 21 rekombinant, daraus ergibt
sich eine Rekombinationshaufigkeit von 38,2% (lod score: 0,7).
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Abb. 7: PCR mit den Primern P16F8 und P16R16 von Parental- und BCj-Fischen,
durchgefihrt mit einer " Annealingtemperatur” von 55°C und einer Extensionszeit von 90 sec.

Ein in unserer Arbeitsgruppe kloniertes Gen von Xiphophorus (Altschmied et al., zur
Vertffentlichung eingereicht), das fir eine Methyltransferase kodiert (XDNMT-1), wurde
ebenfals in einer RFLP-Analyse auf eine Kosegregation mit dem Tumorphanotyp getestet. Es
war namlich gezeigt worden, dal3 der Promotor von ONC-Xmrk in der Meanomzellinie PSM
hypomethyliert vorliegt (Altschmied et al., 1997). Dies konnte fur die beobachtete
Uberexpression des Onkogens in diesen Zelen verantwortlich sein. Es erschien deshalb
denkbar, dal} R durch Methylierung die Expression des Xmrk Onkogens entscheidend
beeinflussen konnte. Die korrekte Methylierung im WT wiirde die Uberexpression von Xmrk
und damit die Entstehung von Tumoren verhindern. Eine Inkompatibilitdt zwischen der
Methyltransferase von X. helleri und den von X. maculatus geerbten Genen bel Verlust der X.
maculatus Methyltransferase ware dann fir ene Uberexpression in den Hybriden
verantwortlich.

Mit einem 900 bp grof3en Fragment aus dem Methyltransferasegen, das fur einen Tel der
hochkonservierten katalytischen Domane des Proteins kodiert, konnte ein RFLP bei mit Hindll|
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gespaltener genomischer DNA zwischen X. maculatus und X. helleri detektiert werden. Die
Untersuchung von 15 Bastarden der ersten Rickkreuzungsgeneration ergab ene
Rekombinationshaufigkeit zum Tumorphanotyp von mehr as 50% (12 rekombinante Fische),
womit die Methyltransferase als Kandidat fur R nicht in Frage zu kommen scheint.
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Abb. 8: RFLP-Anayse von Hindlll gespaltener genomischer DNA von Bastarden der ersten
Rickkreuzungsgeneration mit einer 900 bp grofen Sonde aus dem Methyltransferasegen von
Xiphophorus

4.1.3 Erstellen einer Genkarte

Zur Erstellung einer Genkarte von Kopplungsgruppe V im Bereich um den Esterasel-
Enzymlocus wurden die Daten der AP-PCR- und AFLP-Marker analysiert (sehe Anhang Tab.
13-15), zwei wahrend der Diplomarbeit dieser Kopplungsgruppe zugeordnete RFLP-Marker
wurden ebenfalls in die Anayse einbezogen. Diese wurde mit Hilfe zweler Computer-
Programme durchgefihrt. Map Manager (Manly 1993) erlaubt eine Ordnung der Marker unter
Minimierung der Zahl der Doppel-Crossover, deren Auftreten as ein seltenes Ereignis
angenommen wird. Unter Verwendung von Mapmaker (Lander et a., 1987) wurde eine Drei-
Punkt-K opplungsanalyse durchgefiihrt, dabei galten ein lod score von mindestens 3 und en
genetischer Abstand von weniger als 50 cM als Kriterien fur die Kopplung der Marker
zueinander.

Die resultierende Genkarte weist einige Diskrepanzen auf. So &% sich der AP-PCR Marker
13.3 nur schwer positionieren, wobei das Auftreten von finf Doppel-Crossovers nicht
vermieden werden kann (siehe Anhang Tab. 16). Dadurch erhoht sich der Abstand benachbarter
Marker zur Esterase, der nicht mehr mit den errechneten Rekombinations-haufigkeiten
Ubereinstimmt. Ebenso zeigen die Maker K23 und K31.9 ene glech grofie
Rekombinationsrate zu R, liegen jedoch auf verschiedenen Seiten des Esterase-Enzymlocus.
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Durch diese Unstimmigkeiten vergroRert sich auch der genetische Abstand zwischen ES12 und
Rvon 29,5 cM (siehe 4.1.1.1) auf mehr als 50 cM.

CDKN2X 12.1 K319
ttt| 10.1 18.2
o] \ K117 K27.6 K2.3 ES1 13.3 Q / /19.5 R
— —— — i |
78 12,3 49 49 105 48 9,8 1,7 27,9
14 15

Chi-sguare Stats, P=0.01

Abb. 9: Hypothetische Genkarte der Kopplungsgruppe V von Xiphophorus maculatus, erstellt
durch Auswertung der Rohdaten von RFLP-, AP-PCR- und AFLP-Markern mit Hilfe der
Programme Map Manager und Mapmaker. (Absténde sind in cM angegeben.)

4.2 Analyse von verschiedenen Xmrk Mutanten

Uber die Jahre, in denen genetische Untersuchungen an der Gattung Xiphophorus durchgefiihrt
wurden, traten zum einen in den Laboratorien Mutanten auf oder es konnten Mutanten aus dem
Freiland isoliert werden. Sie zeichnen sich meist durch ein auffélliges, verandertes Muster an
Makromelanophoren oder gar durch valliges Fehlen dieses Zélltyps aus. In viden Féllen geht
damit eine Verdnderung der Fahigkeit einher, nach Kreuzungen Melanome zu bilden. In dieser
Arbeit wurde das den Tumor ausl 6sende Xmrk Onkogen einer Anzahl solcher Mutanten der Art
X. maculatus analysiert.

4.2.1 Genomische Struktur des Xmrk Onkogens

Eine Untersuchung veranderter Allele des Xmrk Onkogens ist nur durchfthrbar, wenn die
Struktur und Sequenzen der Wildtyp Allele ausreichend bekannt sind, so dal3 Mutationen durch
direkten Vergleich nachgewiesen werden kénnen. Zu Beginn dieser Arbeit war die genomische
Struktur der fur die intrazelluldre Doméne kodierenden Region von ONC-Xmrk ab Exon 21
(vormas t, Adam et a., 1991) aufgeklart, die einen Tel der fur die Kinase- und die
carboxyterminale Doméne des Proteins kodierenden Region umfaldt. Vom restlichen Gen war
nur die cDNA-Sequenz bekannt (Wittbrodt et al., 1989).
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Tab. 10: GrofRe der Introns des Xmrk Onkogens
Intron Grole Intron Groie

1 ~10 kb (Y)/~12 kb (X) 14 237 bp

2 ~550 bp 15 80 bp

3 ~700 bp 16 ~400 bp

4 79 bp 17 115 bp

5 87 bp 18 90 bp

6 ~1100 bp 19 ~1350 bp

7 236 bp 20 ~300 bp

8 75 bp# 21* 88 bp

9 508 bp 22% 925 bp (Y)/930 bp (X)

10 84 bp 23* 82 bp

11 70 bp 24* 211 bp

12 -- 25* 1518 bp(Y)/375 bp (X)

13 109 bp 26* 157 bp (Y)/- (X)

# Intron8 enthélt eine Dinukleotidwiederholung (CA) von variierender Lange, dadurch kommt
es zu Differenzen in der Grof3e dieses Introns.
* Adamet d., 1991

Es galt zundchst, in einem PCR-Ansatz die fehlenden Intronsequenzen zu amplifizieren und zur
Uberpriifung auf Konservierung deren Position von den Enden anzusequenzieren. Die Lage der
Introns war zuvor von Barbara Schulz (personliche Mitteilung) vom nahe verwandten EGF-
Rezeptorgen des Hilhnchens abgeleitet worden (Callaghan et al., 1993). Ca.30-60 nt vor den
vermuteten  Exon/Introndbergangen wurden Primerpaare  zur  Vervidfdtigung  der
dazwischenliegenden Sequenzen abgeleitet. Als Matrize wurde der Phage Sacl-3-1 ausgewahlt,
der neben einem 10 kb Sacl-Fragment unbekannter Herkunft ein 13 kb grof3es Sacl-Fragment
des Y-Allds des Xmrk Onkogens besitzt (Adam, 1990). Bei Spaltung mit ECoRI treten en
8,4 kb und ein 2,3 kb Fragment auf, somit sind, wie aus Southern Analysen bekannt, ein
Grofdeil der extrazelluldren Region, die Transmembran- und Juxtamembrandoméne des Gens
enthalten. Die Amplifizierung der Introns erfolgte mit einem "Annealing” bei 0-4°C unterhalb
der Schmelztemperatur der jeweiligen Primer mit einer Extensionszeit von 2 min, um auch die
Amplifizierung groferer Introns zu gewéhrleisten. Die vollstdndige oder tellweise
Sequenzierung der Introns wurde durch Cycle Sequencing oder nach Klonierung der PCR-
Fragmente durchgefhrt. Intron 1 und 2 waren bereits zuvor von Joachim Altschmied und Jutta
Duschl kloniert worden, die Sequenzierung dieser Intronenden erfolgte aus zur Verfligung
gestellten Plasmiden (pBSSrEco56, pBSSdEc0106, pBSSdSac/Eco4, pBSSrSac/Eco7). Die
Introngrofen sind in Tab. 10 angegeben.

4.2.2 Vergleich mit dem EGF-Rezeptorgen des Huhnchens (Gallus gallus)
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Mit der Aufklarung der Exon/Intronstruktur des Xmrk Onkogens war es von Interesse zu
Uberprufen, inwieweit die genomische Struktur von Xmrk zu der eines nahen Verwandten, des
EGF-Rezeptorgens des Huhnchens (CER), konserviert ist. Die Sequenzierung des Phagen
Sac1-3-1 im Bereich des vermuteten Ubergangs von Exon 12 zu Exon 13 erbrachte das Fehlen
einer intervenierenden Sequenz. Um dies zu bestétigen, wurden PCRs Uber diesen Bereich mit
genomischen DNAs mehrerer X. maculatus Fische aus dem Rio Jamapa und dem Rio
Usumacinta durchgefihrt. Eine Bande Ubereinstimmender GrofRe mit dem PCR-Produkt aus
dem Phagen Sac1-3-1 liel3 auf das Fehlen eines Introns12 in alen Xmrk Allelen schlief3en. Zur
Bestétigung dieses Befundes wurde mit dem Oligonukleotid Hg61, das am 3'-Ende von Intron
11 bindet, Uber die Exongrenze 12/13 von Cosmiden sequenziert, die jeweils das X-, Y- oder
INV1-Allel von Xmrk enthalten (X: 036K 05, 091L11, Y: 036M08, 133G08, INV: 008GO01,
106M20). Interessanterweise enthdt Intron 12 von CER ein Polyadenylierungssignal, das zur
Expression eines verkirzten Transkripts in Leberzellen des Hihnchens fuhrt (Flickinger et al.,
1992). In diesem Zusammenhang stellte sich auch die Frage, ob dem EGF-R von Xiphophorus
(XER), der inzwischen kloniert worden war (A. Gomez, unvertffentlicht), dieses Intron
ebenfalls fehlt. Durch Sequenzvergleich von Xmrk mit XER konnte die zu Exon 12 und 13
homologe Sequenz identifiziet und ein geeignetes Primerpaar abgeleitet werden. Die
Sequenzierung des klonierten PCR-Produkts von X. maculatus zeigte ein kleines Intron von
108 bp Léange, das ein mutiertes Polyadenylierungssignal enthdt (AACAAA). Das 'fusionierte'
Exon in Xmrk wurde mit 12/13 benannt, um den Vergleich mit anderen Rezeptortyrosinkinasen
zu erleichtern. Wahrend sich CER aus 28 Exons zusammensetzt, besteht das Xmrk-Gen aus 27
(INV, Y-ONC) bzw. aufgrund einer grof3en Deletion in X-ONC, die Exon 26 einschliefdt, aus
26 Exons. Ein Vergleich der Intronpositionen zeigte weitgehende Konservierung mit Ausnahme
der Ubergange von Exon 11/12 und 16/17, die um je drei Nukleotide verschoben sind (siehe
Abb. 10).
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Exon 11/12

Xmrk AGA GGA AGA ACT ACGTTT TCC AGgt - agA GGG CTCAGCTTT GTGGTG GTT
R GG R T T F S R G L S F V V V

CER R 6 R T K Q H G Q Y S L A V V
CGA GGC CGA ACCAAG CAGCAgt-agC GGCCAGTATTCCCTT GCT GTT GTT

Exon 16/17

Xmrk CCT GGA CTG TCT GGC TGC AGA CGgt - agC GAT ATCGTT TCC CACTCC TCT CTG GCA
P G L S G C R R D I V S H S S L A

CER P G L E G C P N G S K T . P S | A
CCA GGT CTT GAA GGA TGT CCA AAT GGgt - agC TCT AAA ACT CCATCT ATCGCG

Abb. 10: Exongrenzen in der Nukleinsdure- und Aminosauresequenz von Xmrk und CER
(Lax et a., 1988; Callaghan et al., 1993); die Aminosduren, die den Intronlibergang enthalten,
sind fettgedruckt hervorgehoben, Introngrenzen sind mit kleinen Buchstaben angegeben.

4.2.3 Unterschiede zwischen X- und Y-Kopie des Xmrk Onkogens

Bereits zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dal? sich X-ONC und Y-ONC in drel Bereichen
durch grofere Deletionen bzw. Insertionen unterscheiden lief3en (Adam et al., 1991; M. Schartl,
J. Altschmied, personliche Mittellung). Y-ONC besitzt in der 5'-Promotorregion zwischen
Nukleotid -309/-305 eine ca. 1,5 kb grof3e Insertion, die mit dem Primerpaar Prom3/Prom2 in
einer PCR mit ausreichend langer Extensionszeit nachgewiesen werden kann. Im ersten sehr
grof3en Intron weist X-ONC zwei 5,3 kb grof3e EcoRI-Fragmente auf, bei Y-ONC ist das erste
der beiden auf 5,1 kb (INV: 7/10 kb), das zweite auf 3,4 kb (INV: 4,1 kb) reduziert (Sehe
Abb. 12). Dies ist jeweils im Southern Blot von EcoRI gespatener genomischer DNA bel
Hybridiserung mit einem 0,7 kb BamHI bzw. mit dem 5,3 kb EcoRI-Fragment nachweisbar.
Der Fragmentldngenunterschied 5,3/3,4 kb 18(% sich auch in einer PCR mit dem Primerpaar
Hg93/Hg96 feststellen. Die bereits oben erwahnte Deletion in X-ONC von ca. 1,5 kb am 3'-
Ende des Gens wird in einer PCR mit den Primern Ins4/Ins5 oder auch im Southern Blot
deutlich, wo en 6,5 bzw. 5 kb EcoRI-Fragment (INV: 7 kb) detektiert werden. Da diese
Punkte, an denen eine Unterscheidung zwischen den Allden mdglich war, sehr waeit
auseinander liegen, wurde nach weiteren dazwischenliegenden Polymorphismen gesucht. Eine
Methode zum Auffinden von kleinen Unterschieden bis hin zum Austausch einzelner
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Nukleotide ist die SSCP-Anayse (siehe 3.19). Um dle Exons von Xmrk mit dieser Methode
analysieren zu konnen, wurden Primerpaare konstruiert, die ca. 15-30 nt von den
Exon/Introntbergangen entfernt in den Introns binden (siehe Anhang, Abb. 31). So war es
moglich, die einzelnen Exons und ihre angrenzenden Splicekonsensus-Sequenzen auf
polymorphe Nukleotide zu untersuchen. Ein Vergleich der Bandenmuster von X. maculatus mit
ONC-Xmrk (Weibchen XX, Mannchen XY) und von X. maculatus Fischen, die kein Onkogen
besitzen, zeigte informative Banden bei Exons 1, 15, 17, 19, 23 und 25, die an einer bzw. zwel
zusdtzlichen (nur bei mannlichen Fischen vorkommenden) Banden zu erkennen waren (siehe
Abb. 11). Aufgrund der Leucin Wiederholung im Signapeptid von Xmrk, das von Exon 1
kodiert wird, wurde der Primer Hg91 so positioniert, dald er 3' dieses Repeats bindet, so dal3
zusammen mit Hg92 eine Sequenz aus 26 nt von Exon 1 und 82 nt aus Intron 1 flankiert wird.
Der Einfachheit halber wird diese durch SSCP untersuchte Region aber als Exon 1 benannt.
Das informative SSCP-Muster bel den Exons 23 und 25 erschien erwartungsgemal3, da ein
Vergleich der bekannten Sequenzen (Adam et al., 1991) je zwel polymorphe Nukleotide
zwischen X- und Y-ONC zeigt.

ONC+  ONC-
P p o opo

Y-ONC &

X-ONC @ | mamitvn =

INV & U b ot ol o

Abb. 11: Informativer SSCP in Exon 23, mit dem Primerpaar Hg81/Hg82 amplifiziert und
mit Hpal gespalten. ONC+: p XSdDr/xSdDr o xSdDrpySAr ONC-:p X*t/X*, 0 Xt/Y+

Zur Absicherung der SSCP-Ergebnisse wurden die PCR-Produkte von Exon 1 und 17, die
nicht immer Ubereinstimmende Bandenmuster generierten, aus X. maculatus Weibchen und
Mannchen kloniert und sequenziert. Wahrend sich in Exon 1 die beiden INV-Allele, die aus
einem Cosmid (INV2: 106M20) bzw. Plasmid (INV1: pBSINVBam46) sequenziert wurden,
von den Onkogen-Allelen durch mehrere polymorphe Nukleotide unterscheiden, findet sich nur
ein Austausch zwischen X- und Y-ONC (siehe Abb. 13).
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X-ONC: ATGGAGCAGC AGTCTGACCT GCCGGACTCT AGTTTCTAAC CGGACCGTCT 50
Y-ONC: T C

INV1: T C

INV2: C A

X-ONC: TCATGGAGTT TCTGCGCGGA GGAGCGGCGC TGCTGCAGCT GCTGCTGCTG  10C
Y-ONC: T G

INV1: C C

INV2: C C

X-ONC: o CTCAG CATCAGCCGC TGCAGCAGCA CAGACCCGGA 150
Y-ONC: ... C A T

INVL o G G T

INV2: CTGCTGCTGCTGCTG G G T

X-ONC: CAGAAAGG

Y-ONC:

INV1:

INV2:

Abb. 13: Sequenz von Exon 1 der verschiedenen Xmrk Allele, sequenziert mit Proml,
Sequenzen, die dlen Allelen gemeinsam sind, sind nur fir X-ONC angegeben; das ATG-
Startcodon ist unterstrichen, das zwischen X-ONC und Y-ONC polymorphe Nukleotid ist
fettgedruckt.

Auch in Exon 17 wurde nach Sequenzierung der verschiedenen Allele ein Nukleotid-Austausch
zwischen X-ONC und Y-ONC detektiert. Eine weitere Differenzierung der Allde wird durch
ene Multiplex-PCR mit den Primern Xfor/Xrev und Yfor/Yrev mdglich, die ene
Unterscheidung in Intron 22 bzw. 25 erlaubt (Coughlan et al., 1999). Bem Méannchen
entstehen in der PCR zwel Produkte von 323 und 466 bp Lénge, wahrend beim Weibchen nur
das kirzere Fragment gebildet wird. Die genomische Organisation der beiden Xmrk Onkogen
Allele und polymorphe Stellen sind in Abb.12 dargestelt.

4.2.4 Analyse zweier "loss of function"” (Lof) Mutanten
4.2.4.1 Lof-2

Die Spontanmutante Lof-2, ein Bastard aus der dritten RUckkreuzungsgeneration von X.
maculatus mit X. heleri wurde entdeckt, da sie nicht das charakteristische verstérkte
Makromelanophorenmuster von X. maculatus zeigte. Es waren im Gegentell keinerlel Zellen
dieses Typs zu erkennen. Weder bei der Mutante noch bei deren Nachkommenschaft, die durch
Kreuzung mit X. heleri entstand, konnte jemals die Ausbildung eines Melanoms festgestelIt
werden. Eslag daher nahe, das Xmrk Onkogen dieses Fisches ndher zu charakterisieren.
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Genomische DNA der Mutante wurde mit EcoRI gespalten und in Southern Blots durch
Hybridisierung mit verschiedenen Fragmenten von Xmrk das erhaltene Bandenmuster mit dem
des WT Allds aus einem parentalen X. maculatus und einem nicht mutanten Geschwistertier
verglichen. Zunéchst wurde die cDNA von Xmrk als Hybridisierungssonde eingesetzt (sehe
Abb. 14). Gegenuber den wildtypischen DNAs schien das Signal von 8 kb GroR3e, das den
extrazelluldren Bereich des Gens enthdlt, in der Intensitét um etwa die Halfte reduziert, wahrend
das 5 kb ONC-Xmrk spezifische Fragment vollstéandig fehlte. Daflr erschienen zwei dem WT
fehlende schwache Banden von ca 3,5 kb und 3,2 kb GroRRe (siehe Abb. 14, durch Pfele
markiert). Die Frage, ob es sich dabel aufgrund eines RFLPs um Teile des 5 kb Fragments
handeln kénnte, sollte durch Hybridisierung mit zwel Proben aus diesem Bereich geklért
werden. Die erste Probe war ein PCR-Produkt, das mit dem Primerpaar 1ns2/Hg80 amplifiziert
wurde und die Exons 21 und 22 beinhaltete, die einen Tell der Kinasedoméne kodieren (Abb.
15, 1). Die zweite Sonde wurde durch PCR mit Sw2/Sw1 hergestellt und enthielt eine ca.
300 bp lange Sequenz aus dem letzten Exon des Gens. Diese Hybridisierungen lieferten
identische Signale, die bei der Mutante aus nur einer Bande von 7 kb Gréfe bestanden und das
INV-Gen représentierten. SSCP-Experimente von Exon 23 und 25 zeigten ebenfals ein Fehlen
der Onkogen-spezifischen Produkte in der Mutante Lof-2, womit es sich bel den 3,5 und
3,2 kb Banden um unspezifische Hybridisierungssignal e handeln durfte.

-
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Abb. 14: Hybridisierung von EcoRI-gespaltener genomischer DNA der Lof-2 Mutante, von
WT X. maculatus und eines BC3z-Fisches mit der cDNA von Xmrk. Vom WT abweichende
Fragmente sind sind durch Pfeile markiert.

Desweiteren wurde der 5'-Bereich des Onkogens in Lof-2 untersucht. Mit der 0,7 kb BamHl
Probe aus dem ersten Intron konnten nur zwel Fragmente von 10 und 7,4 kb detektiert werden,
die den INV-Xmrk Allden von X. maculatus (7,4 und 10 kb) und X. helleri (10 und 13 kb)
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zugeordnet werden konnten (siehe Abb. 15, 11). Die 5,3 kb Hybridisierungssonde aus Intron 1
detektierte bei Lof-2 ein 4,1 und ein 4,4 kb grof3es Fragment, bei denen es sich um die INV-
Xmrk Allde von X. mac und X. hel handeln dirfte (Abb. 15, 11l). Auch PCR Experimente
Uber die Region des Bruchpunktes zwischen INV- und ONC-Xmrk fihrten nicht zum Erhalt
der Onkogen spezifischen Produkte. Das Ubereinstimmende Fehlen adler ONC-Xmrk-
spezifischen Banden und PCR Produkte lief3 auf eine Deletion zumindest Uber den kodierenden
Bereich des Gens schlief3en.
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Abb. 15: Andyse der genomischen Struktur der ONC-Xmrk Region der Lof-2 Mutante.
a) Genomische Organisation des WT X-Alles von ONC-Xmrk. Exons sind als schwarze
Késtchen dargestdllt; die Grole der EcoRI (E) Fragmente ist angegeben. Romische Zahlen
bezeichnen Hybridisierungsproben bzw. Regionen, die durch PCR untersucht wurden.
b) Southern Hybridisierungen von EcoRI (I, 11, 1V) bzw. BamHIl (VI) gespatener
genomischer DNA des WT Allels eines X. mac Mannchens und eines nicht mutanten
Geschwistertieres von Lof-2 (BC3), sowie der Mutante Lof-2 und von X. mac ohne ONC-
Xmrk (X. mac*) mit den im Text beschriebenen Proben.

Hybridisierungsexperimente sollten kléaren, wieweit sich die Déeetion in Lof-2 aul3erhalb des
Onkogens ausdehnt. Dabel lag das Problem darin, dal3 vide der die Onkogen Allde
flankierenden Sequenzen in repetitiver Form vorliegen und es sich daher als schwierig erwies,
eine geeignete Hybridisierungssonde zu finden. Die 3'-Endprobe des INV2 Cosmids 008G01,
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die durch Spaltung des Cosmids mit Pvull und Verwendung des Sp6-Primers generiert wurde,
erwies sich als nicht repetitiv (sehe Abb. 15, IV). Diese Sonde, die das 3' an das 7 kb
Fragment angrenzende 7,8 kb grof3eEcoRI Fragment im INV-Xmrk Gen detektiert, fihrte im
Onkogen tragenden WT zur Hybridisierung mit einer zusétzlichen ca. 5 kb grof3en Bande, die
bei der Lof-2 Mutante nicht auftrat. Das Fehlen weiterer in 3'- sowie in 5'-Richtung gelegener
Hybridisierungsproben, die ein aussagekréaftiges Ergebnis liefern wiirden, verhinderte bislang
eine weitere Eingrenzung der Deletion in der Lof-2 Mutante.

4242 Lof-3

Lof-3 entstand durch eine Spontanmutation und wurde von Annerose und Fritz Anders in
Gieffenisoliert. Die Mutante entspricht phanotypisch Lof-2, in Rickkreuzungsexperimenten mit
X. helleri traten bei den Bastarden in keinem Fall Melanome auf. Das mutante Chromosom war
in den genetischen Hintergrund von X. maculatus Rio Jamapa wieder eingefihrt worden. Lof-3
Fische sollten sich somit von wildtypischen X. maculatus Fischen des Sd-Stammes aus dem
Rio Jamapa nur durch die Mutation, die den genannten Phanotyp verursacht, unterscheiden. Da
es sich hier um eine Mutation des Xmrk Onkogens handeln konnte, sollte dieses naher
untersucht werden.

Be friheren Hybridisierungsexperimenten mit der Xmrk cDNA as Sonde war kene
Veranderung in der Léange oder Intensitdt der Banden gegeniber dem WT zu erkennen
gewesen. Ebenso hatten PCR-Experimente Uber die Bruchpunktregion zwischen ONC- und
INV-Xmrk und im Bereich des im X-Allel deetierten Exons 26 (Primer 1ns4/Insb) keinerlel
Aufféligkeiten ergeben. Um etwaige Punktmutationen in den Exons oder den angrenzenden
Splicekonsensussequenzen aufzuspiren, die ein verandertes oder verkirztes Protein zur Folge
haben kénnten, wurden SSCP-Experimente mit den Exons 1-25 von Lof-3 durchgefihrt. Bel
keinem dieser Exons konnte jedoch eine Abweichung im SSCP-Muster gegentiber dem WT
festgestellt werden, die auf eine Mutation in einem der Xmrk Gene hingewiesen hétte. Die
Untersuchung des ersten, in X-ONC ca. 12 kb grof3en Introns schien ebenfalls lohnenswert, da
diese Region mdglicherweise genregulatorische Elemente enthdlt. Die Hybridisierung EcoRl
gespaltener genomischer DNA von Lof-3 mit dem 0,7 kb BamHI-Fragment zeigt eine schwache
Bande von ca. 5,3 kb, die der Onkogenbande des Wildtyps entspricht. Die dem Protoonkogen
zuzuordnende Bande fehlt wahrscheinlich aufgrund der Schwéche des erhaltenen Signals (siehe
Abb. 18). Die Hybridisierung desselben Filters mit dem angrenzenden 5,3 kb EcoRI-Fragment
zeigt deutlich das genomische ONC-Xmrk spezifische Fragment derselben Grofie, zusétzlich
war die INV-Xmrk Bande von ca. 4 kb sichtbar (siehe Abb. 20). Die Alld-spezifische PCR,
die bei X-ONC eine 323 nt lange Sequenz aus Intron 22 amplifiziert, lieferte ein Fragment
derselben Gréfe aus Lof-3. Zuletzt wurde die Promotorregion des Onkogens der Mutante mit
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den Primern Ja8/Prom2 vervidfétigt, kloniert und sequenziert, um Mutationen in diesem
Bereich auszuschlief3en. Die erhaltene Sequenz, die sich von nt -625 his +68 (2 nt 3' des ATG-
Startcodons) erstreckt, ist mit der WT-Sequenz vollig identisch. Inzwischen war auch aus RT-
PCR Experimenten mit den Primern Ins4/Ins5 (U. Hornung, M. Schartl) bekannt, dal3 das
Onkogen zumindest in der dorsalen Rickenflosse in mit dem WT vergleichbarer Menge
exprimiert wird. Eine den Phéanotyp der Mutante erklarende Mutation konnte bislang nicht
gefunden werden.

4.2.5 Untersuchung der Sr''-Mutante

Bel Sr" handelt es sich um eine durch Rontgenstrahlung induzierte Mutation auf dem X.
maculatus Y-Chromosom (Anders et al., 1973). Im Gegensatz zum WT Y-Chromosom mit
dem MdlI-Muster Sr sind Makromelanophoren bei Sr* schon von Geburt an in vermehrter
Anzahl mit Verbreitung Uber den gesamten Korper ausgebildet. Wahrend be MdlS nach
Kreuzung mit X. hdleri nur eine schwache Verstarkung des Makromelanophorenmusters
auftritt, kommt es bel S bereits frihzeitig zur Entstehung von malignen Melanomen. Auch bel
dieser Mutante schien eine Mutation im Xmrk Onkogen wahrscheinlich, deshalb wurde dieses
eingehender untersucht.

Die kodierende Region der Sr" Mutante war schon zuvor auf korrekte Lange ihrer EcoRI-
Fragmente im Southern Blot bel Hybridisierung mit der Xmrk cDNA Uberprift worden. Dabel
wurden keine Abweichungen vom WT Y-ONC festgestellt. Deshalb wurden zunédchst die
Exons auf Punktmutationen durch SSCP-Analyse getestet. Nur die Exons 15 und 17 zeigten
Veranderungen des Bandenmusters gegentiber dem WT Y-ONC, worauf diese Bereiche
kloniert und sequenziert wurden. Ein Sequenzvergleich von Exon 17 mit dem des WT zeigte
weder einen Nukleotidaustausch im Onkogen noch im Protoonkogen der Mutante, der das
abweichende SSCP-Muster erklaren wiirde. Die Sequenzierung von Intron 13 bis einschlieldich
Exon 15 lieferte ein schwer zu interpretierendes Ergebnis, da es mehrere polymorphe Regionen
gibt, die sich keinem der Allde mit Sicherheit zuordnen lassen (siehe Abb. 23). So zeigt Sr*'
zwei Nukleotide in Exon 14, die durch Sequenzierung verschiedener Cosmide nur X-ONC
zugeordnet werden konnten, wobel die Sequenz des INV1-Allds an dieser Stelle aufgrund des
Fehlens eines geeigneten Cosmids nicht geklart werden konnte. Die Untersuchung von Intron 1
durch Southern Hybridisierungen mit a) der 0,7 kb BamHI- und b) der 5,3 kb EcoRI-Probe
(Abb. 18 und 20) zeigt neben den fur INV-Xmrk spezifischen Banden noch EcoRI-Fragmente
von @) 3,4 und b) ca5 kb, die in der GrofRe mit denen von Y-ONC Ubereinstimmen. Die Alld-
spezifische Multiplex-PCR mit den Primerpaaren Xfor/Xrev und Yfor/Yrev detektierte das in
der Grofe der WT Y-ONC Bande entsprechende langere Fragment aus Intron 25. Auch en
Langenvergleich der Promotorregion des Onkogens und der Introns 2-14 lieferte keine
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Abweichungen bei Sr" gegeniber dem WT. Be dl diesen bidang durchgefihrten
Untersuchungen wurde keine Verénderung gefunden, die den Phénotyp der Mutante erklaren
konnte.

4.2.6 Analyse von Crossover Mutanten des Xmrk Onkogens

Geschlechtshestimmung, RFLP-Analysen und PCR-Tests hatten die im folgenden
beschriebenen Mutanten als Crossover-Mutanten des Xmrk Onkogens identifiziert. Eine
Einengung der jeweiligen Crossover-Region kénnte dabei zur Aufkléarung der Tumor-
ausl 6senden M echanismen beitragen.

Die Mutanten Sp4 und N1 wurden aus Freilandpopulationen isoliert. Das
Makromelanophorenmuster von Sp4 zeigt einen ausgepragten Gendosis-Effekt. Heterozygote
weibliche Tiere (WY) weisen Uber die Korperseite vertellte kleine Flecken auf, wahrend der
hintere Korperbereich homozygoter Fische (YY) zusammenhéngend schwarz ist. Sowohl be
Sp4 als auch bei N1 kommt es nach Kreuzung mit X. helleri zur Tumorbildung. Ein PCR-Test
im 5'-Promotorbereich des Xmrk Onkogens beider Mutanten hatte ein Fragment ergeben, das
diese Region as von X-ONC stammend charakterisierte. Das EcoRI-Fragment am 3'-Ende
wies im Southern Blot die fir Y-ONC typische Grofde von 6,5 kb auf. SSCP-Experimente
zeigten Ubereinstimmungen mit Y-ONC in den Exons 17, 23 und 25. Mit diesem Befund in
Einklang steht dasin der Allel-spezifischen PCR erhatene Fragment von 466 bp. Exons 15 und
19 zeigten abweichende SSCP-Muster, die moglicherweise auf fir diese Stamme typische
Polymorphismen im INV- oder ONC-Xmrk Gen zurlckzufihren sind. Hybridisierungen mit
den Proben, die Intron 1 abdecken, auf EcoRI gespaltene DNA von Sp4 und N1 detektierten
weder die erwarteten Fragmente der Groéfe von Y-ONC noch der von X-ONC. Mit beiden
Sonden konnte nur jeweils ein Signa erhaten werden, das mit dem 0,7 kb Fragment in etwa
auf Hohe der INV-Xmrk Bande (Abb. 18), mit der 5,3 kb Probe etwas dartiber lag (Abb. 20).
Die Sequenzierung von Exon 1 mit Prom1 bzw. Hg92 zeigte an der einzigen zwischen den
Onkogen-Allelen unterschiedlichen Stelle das fur Y-ONC spezifische Nukleotid. Etwas weiter
5'jedoch, 12 nt 3' des ATG Startcodons, trat ein Nukleotid auf, das an dieser Stelle in keinem
der WT Xnrk Allele vorkommt (C-->T), aber zu keiner AS-Anderung fuhrt. Hierbei konnte es
sich um enen Polymorphismus handeln, der spezifisch fur die beiden Stamme ist. Die
Crossover-Region dieser beiden Mutanten mufte folglich in der Region um den
Transkriptionsstartpunkt liegen, die Herkunft des ersten Introns konnte jedoch nicht geklart
werden.
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Abb. 16: Pigmentierungsphanotypen von WT und mutanten X. mac Fischen (links) und
Tumorphanotypen der jewelligen Rickkreuzungsbastarde mit X. hell (rechts). Von oben nach
unten: WT X. mac mit dem Makromelanophorenmuster Sd (p ), N1, Sb, Sr", DrLi, N2.

Mit N2 lag eine Mutante vor, die sich durch eine Spontanmutation von N1 ableitet.
Waéhrend das M akromelanophorenmuster von N1 aus grof3en Flecken zusammengesetzt ist, ist
dieses in N2 auf ene vollige Bedeckung der Korperseitenflachen ausgedehnt.
Kreuzungsbedingt kommt es auch hier zur Entstehung von Melanomen. Wiebel N1 finden sich
Y -spezifische Marker am 3'-Ende des Xmrk Onkogens ab Exon 23, Intron 1 |&% sich ebenfalls
weder Y-ONC noch X-ONC zuordnen. Die Sequenz von Exon 1 war mit der von N1 identisch,
d. h. auch hier trat das vom WT abweichende Nukleotid auf. PCR Experimente Uber die
Promotorregion mit verschiedenen Primerpaaren erbrachten eine Homologie mit dem WT X-
und Y-ONC-Xmrk nur bis nt -44 (9 nt oberhalb der TATA-Box). Das Primerpaar
Hg39/Prom2, das die Stele der Insertion im Y-Alld umspannt, blieb ohne
Amplifikationsprodukt. Eine weitere Mutante, N2orn genannt, die an den polymorphen
Markerpunkten mit N2 Ubereinstimmt, zeigte bel dieser PCR jedoch eine schwache Bande auf
gleicher Hohe mit der von X-ONC (Abb. 17). Eine verénderte Primerbindungssequenz, die
auch fur das Fehlen eines Produkts bei N2 verantwortlich sein konnte, wirde das schwache
Produkt erkldren. Ob bei N2 und N2orn tatsichlich ein Crossover zwischen den beiden
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Onkogen-Allelen stattgefunden hat, konnte mit den zur Verfigung stehenden Proben nicht
geklart werden. Dazu mufdten die 5'-Regionen der Mutanten kloniert und mit den beiden WT
ONC-Xnrk Allelen verglichen werden.
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Abb. 17: PCR mit den Primern Hg39/Prom2 in der Promotorregion von WT (o

XSADryySTAr p xSdDryxSdDry  N2-, N2orn- und Sp4-Mutante. Beim mannlichen WT
wurde aufgrund der Bevorzugung kirzerer Fragmente in der PCR nur das fur das X-Alld
spezifische Produkt amplifiziert.

b " 8" Lof-3 Spd Nl N2 MNZ2om DwLi

Abb. 18: Southern Hybridisierung EcoRI gespaltener genomischer DNA von X. mac WT (o

XSdDryy SAr p xSdDryxSdDry ynd Mutanten mit dem 0,7 kb BamHI-Fragment aus dem
ersten Intron.

Die X/Y Crossover Mutante Sr crossover 3084B wurde entdeckt, da weibliche Tiere das
im Wildtyp nur auf dem Y-Chromosom vorkommende Makromelanophorenmuster Sr
auspragten. Ubereinstimmend mit dem Pigmentierungsphanotyp des WT Y -Chromosoms
kommt es nach Kreuzung nicht zur Tumorentwicklung. Die Promotorregion von ONC-Xmrk
dieser Mutante, Exon 1 und das angrenzende erste Intron zeigten Identitét in GrofRe bzw.
Sequenz mit dem Y-ONC Allel. Ab der néchstgelegenen polymorphen Markerposition, dem
Exon 15, bis zum Ende des Gens stimmten ale durch SSCP oder PCR getesteten Positionen
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mit X-ONC Uberein. Das Crossover mul3 demzufolge in der Region zwischen dem 3'-Ende von
Intron 1 und Exon 15 stattgefunden haben.

Eine weitere Mutante, Sb, wurde aus einer Freilandpopulation isoliert. Das mutante
Xmrk Onkogen ist auf dem Y -Chromosom gelegen und fahrt nach Kreuzung z. T. bereits in
der F1-Generation zur Ausbildung bosartiger Tumoren, die vom Makromelanophorenmuster Sb
ausgehen. Zur Y-Kopie des Xmrk Onkogens gehtrende Sequenzen wurden in der
Promotorregion und dem ersten Exon und Intron nachgewiesen (siehe Abb. 19), wahrend dle
weiteren polymorphen Marker von Exon 15 bis zum letzten Exon as von X-ONC stammend
identifiziert wurden. Auch hier mul3 das Crossover-Ereignis zwischen dem Ende des ersten
Introns und Exon 15 stattgefunden haben.

Abb. 19: PCR zum Nachweis des X-spezifischen 5,3 kb bzw. des Y-spezifischen 3,4 kb
Fragments des ersten Introns von Xmrk mit dem Primerpaar Hg93/Hg96 mit 100 ng DNA von
WT-Fischen und den Mutanten DrLi, DrLi (mut), Sp4, N2, N2orn, N1 und Sh. Der Bastard
zwischen X. var und X. hell (Li/X. hell) wurde als Kontrolle fir DrLi und DrLi (mut), bei dem
es sich ebenfalls um einen Bastard mit X. hell handelt, mitgefthrt.

Das mutante DrLi Chromosom war in einem Hybridgenotyp von X. maculatus und X .
variatus wahrscheinlich durch ein Crossover zwischen den beiden X-Chromosomen von X.
mac und X. var entstanden. Die Elternart X. maculatus zeigt das Makromelanophorenmuster
Sd, das aus schwarzen Pigmentflecken in der dorsalen Rickenflosse besteht, wahrend
weibliche X. variatus Tiere das Muster Li aufweisen, an den Korperseiten langs verlaufende
Linien aus Pigmentzellen. Die DrLi Mutante entwickelt ein von beiden Elternarten abwei chendes
Muster. Die schwarzen Pigmentzellen sind in grof3er Dichte Uber den gesamten Korper verteilt,
wobel das Muster dem der Mutante Sr" gleicht. Gleichzeitig zeigt DrLi das RY -Farbmuster Dr
von X. maculatus, wohingegen das X. variatus typische Muster Or nicht auftritt. Eine
Untersuchung aller 3' gelegenen polymorphen Regionen des Xmrk Onkogens der Mutante
zeigte jewells die fir X-ONC spezifischen Bandenmuster und Sequenzen. Die Hybridisierung
EcoRI gespaltener genomischer DNA mit der 5,3 kb Sonde aus dem ersten Intron zeigt ein 4,1
kb Signa neben dem der Probe entsprechenden 5,3 kb Fragment des X-ONC Allels von X.
maculatus (siehe Abb. 20). Bel Rehybridisierung des Filters mit der 0,7 kb Sonde (siehe Abb.
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18) fehlt bel DrLi ein 5,3 kb Fragment, das beim X. maculatus WT die Bande von X-ONC
représentiert. Es wird nur ein Fragment von ca. 7,2 kb sichtbar, welches in der Grofe mit
einem Fragment (ibereinstimmt, das bei X. variatus mit dem MdILi bei Hybridisierung mit einer
Sonde erschien, die das erste Exon und den 5'-Teil von Intron 1 enthielt (Kazianis, 1995).
Daneben wurde bei X. variatus noch en ca. 10 kb Fragment detektiert, bei dem es sich
maoglicherweise um INV-Xmrk handelt, ein solches ist bel DrLi jedoch nicht nachzuweisen.
Das SSCP Muster von Exon 1 der Mutante zeigte ebenfalls nicht die fir X-ONC typischen
Banden. Das Muster stimmte vielmehr mit dem von X. variatus und mannlichen X. maculatus
Tieren Uberein. Die Seguenzierung ergab eine mit Y-ONC von X. maculatus identische
Sequenz, so dal3 angenommen werden kann, dal3 diese Region von X. variatus stammt, die in
diesem Bereich mit der des Y-ONC Allds von X. maculatus Ubereinstimmt. Eine
Amplifizierung der Promotorregion des Onkogens aus DrLi mit den Primerkombinationen
Prom3/Prom2 bzw. Hg39/Hg40 blieb ohne Erfolg offensichtlich wegen Sequenzunterschieden
zwischen ONC-Xmrk in der 5'-Region von beiden Spezies. Dies ist in Ubereinstimmung mit
den Versuchen, fir das Onkogen spezifische Sequenzen aus X. variatus mit Primern zu
amplifizieren, die von X. maculatus Sequenzen abgeleitet sind (Kazianis, 1995). Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dal? das Crossover zwischen dem X-Chromosom von
X. maculatus und X. variatus in der 5'-Region des ersten Introns stattgefunden haben mufite.

WTY WTdJd S" Lofi-3 Spd Spd NI M2  MNlom DrLi
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Abb. 20: RFLP-Analyse des ersten Introns von WT-Fischen und Mutanten bei Hybridisierung
mit dem 5,3 kb EcoRI-Fragment.

In einem Nachkommen eines Mannchens von DrLi, der die Chromosomenkonstitution
XDrLify S pesaly und mit X. helleri gekreuzt wurde, kam es zur Entstehung einer weiteren
Mutation, die DrLi (mut) genannt wurde. Diese aul3erte sich darin, dal? sein Trager weder das
sowohl fur DrLi noch das fur Sr typische verstérkte Makromelanophorenmuster auspragte,
stattdessen phanotypisch einem Fi-Nachkommen mit dem wildtypischen Muster Sr glich.
Waéhrend DrLi und Sr" nach Kreuzung hochmaligne Tumoren ausbilden, pragt ein Tel der
DrLi (mut) Individuen nur in den ersten zwei Lebensmonaten Tumoren aus, die sich im Verlauf
der folgenden Monate allméhlich vollstandig zurtickbilden. Eine Untersuchung des Onkogens
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dieser Mutante zeigte eine Ubereinstimmung mit dem parentalen DrLi-Chromosom im 3'-
Bereich von Xmrk. Weist DrLi in Southern Blot Analysen sowie im PCR Experiment mit den
Primern Hg93/Hg96 im ersten Intron jedoch noch das fur X-ONC typische EcoRIl Fragment
von 5,3 kb auf, zeigt diesesin DrLi (mut) die fur Y-ONC-spezifische Grof3e von 3,4 kb (siehe
Abb. 19). Eine PCR mit dem Primer Srinsl, der spezifisch nur an die Insertion im
Promotorbereich von Y-ONC bindet, zeigte in Kombination mit Hg40 bei DrLi (mut) dasfur Y-
ONC von X. maculatus erwartete PCR-Produkt (siehe Abb. 21). Dieser Befund wird durch en
zweites Crossover erklérbar, wobei der 5'-Bereich des Xmrk Onkogens des DrLi-Chromosoms
durch die homologe Region des Sr"-Chromosoms ersetzt wurde, die bisang nicht vom
Onkogen des WT unterschieden werden kann. Der Austausch muf3 in einem Bereich erfolgt
sein, der sich tiber das 3'-Ende des ersten Introns bis zu Exon 15 erstreckt, da die fir X-ONC-
spezifischen Marker ab diesem Exon detektiert wurden. Die in der PCR mit Srinsl/Hg40 be
DrLi auftretende schwéchere Bande (siehe Abb. 21) gibt einen Hinweis darauf, dal3
Promotorsequenzen von X. variatus zumindest teilweise dem Y-ONC Alld von X. maculatus
dhnlich sein missen, da der Primer auch an die X. variatus Sequenz binden konnte. Die
Primerbindesequenz scheint jedoch, erkennbar an der nur schwachen Bande, Basenaustausche
zu enthalten.
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Abb. 21: PCR mit den Primern Srinsl/Hg40 mit DNAs von mannlichem und welblichem X.
maculatus WT, der Mutanten DrLi (mut) und DrLi
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Abb. 22: Pigmentierungsmuster der Rickkreuzungsbastarde (BCp,) von X. mac mit dem Mdl
Sr und von DrLi (mut) jeweils mit X. hell. Das Makromelanophorenmuster von DrLi (mut)
gleicht dem wildtypischen Sr-Muster. Eine Melanombildung ist bel DrLi (mut) Rickkreuzungs-
bastarden im Gegensatz zu DrLi-Hybriden (vergleiche Abb. 16, rechte Seite, zweiter Fisch von
unten) nicht zu beobachten.

Da das Crossover sowohl bei Sr crossover 3084B und Sb als auch bei DrLi (mut) in derselben
etwa 7,5 kb umfassenden Region stattgefunden haben muf3, wurden stichprobenartig Bereiche
flr eine Sequenzierung ausgewahlt. Diese konnten mdglicherweise die Identifizierung der
individuellen Bruchpunkte erlauben. Die erste Sequenz wurde durch PCR mit den Primern
Hg49/54 amplifiziert und umfalte eine ca. 1800 bp Region, die vom Ende des Introns 5 bis
zum Beginn von Intron 8 reichte. Die PCR-Produkte verschiedener Genotypen (X. maculatus
WT, Sb, Sr") wurden von beiden Seiten sequenziert, eine Uberlappung der Sequenzen kam
jedoch aufgrund der Grofe von Intron 6 nicht zustande. Da die erhaltenen Sequenzen mit
Ausnahme einer CA-Dinukleotidwiederholung in Intron 8, deren Anzahl bereits zwischen
verschiedenen Klonen desselben Individuums variierte, nicht informativ schien, wurde auf eine
weitere Sequenzierung dieses Bereichs verzichtet. Eine zweite, durch PCR mit den Primern
Hg23/Hg26 amplifizierte Region erstreckte sich vom Ende des Exons 12/13 bis zum Anfang
von Exon 15. Trotz funf verschiedener polymorpher Bereiche (siehe Abb. 23) war ene
gesicherte Zuordnung zu den einzelnen Allelen mit Ausnahme von Y-ONC nicht durchfihrbar.
Die Segquenz mit der 4 nt langen Insertion konnte eines der beiden INV-Allele darstellen, wobei
auch Sr" diese Sequenz aufweist. Die Mutante DrLi stimmt in einem Klon in vier (a-d) der funf
polymorphen Bereiche mit Y-ONC Uberein. Dies &3 sich nur dadurch erkléren, dal3 auch eines
der INV-Allele eine dhnliche Sequenz aufweist. Ein Durchspielen aler Moglichkeiten konnte
jedoch die Situation nicht befriedigend klaren. Moglicherweise kommt es gelegentlich in der
PCR zum vorzeitigen Abbruch der Synthese, das unvollstandige Fragment koénnte in den
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darauffolgenden Zyklen vervollstdndigt werden, wobei auch ein zweites der Xmrk-Allele as
Matrize genutzt werden konnte (Jansen & Ledley, 1990). Dadurch wirden Fragmente
gemischter Sequenzen entstehen, deren Zuordnung zu einzelnen Allelen nicht méglich wére.

Die Ergebnisse, die von den Crossover Mutanten erhaten wurden, sind in Abb. 24
zusammengefaldt.

a b c

Y (Sacl-3-1) TTACTATTCTTTACGCACTTT .... TTTTGCATGAATTTAGTTGTTTT
X (2) T T TTTG

X (1) C C e

Sb (2) C C

Sb (1) C T cee

DrLi (2) T T TTTG

DrLi (1) C C ce

DrLi (mut) (3) T T TTTG

Sr crossover (3) T T TTTG

Sr crossover (1) C T e

S (3) T T TTTG

Intron 12/13 > < Exon 14 d

Y (Sacl-3-1) GTTTTGTTTCTTGGTGCAGTGAACCCAGAGAGGCCCAGGTGAACG
X (2

X (D

Sb (2)

Sb (1)

DrLi (2)

DrLi (2)

DrLi (mut) (3)
Sr crossover (3)
Sr crossover (1)
S (3)

OFPOOZTOZPZTOO
HO0440-400 -

e Intron 14 >
Y (Sacl-3-1) GTAGTAAACCCTTTTTTGTGCAG

Sb (2)

DrLi (2)

DrLi (1)

DrLi (mut) (3)
Sr crossover (3)
Sr crossover (1)
S (3)

A4

Abb. 23: Sequenzen von X. maculatus WT und Mutanten im 3'-Bereich von Intron 12/13, 5'-
Bereich von Exon 14 und vom 3-Ende von Intron 14 (durch gepunktete Linie getrennt).
Ubereinstimmende Sequenzen sind nur fir Y-ONC angegeben. Polymorphe Stellen sind mit
den Buchstaben a-e benannt.
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4.2.7 Lokalisierung des Xmrk Protoonkogens

Uber die Lage des Xmrk Protoonkogens war bislang nur bekannt, daid es in enger Kopplung
mit den Onkogen-Allden auf den Geschlechtschromosomen lokalisiert ist (Schartl 1990,
Gutbrod et a., 1999). Mit der Mutante DrLi, deren Onkogen Sequenzen zweier
unterschiedlicher Arten vereint, bestand erstmalig die Gelegenheit, das Protoonkogen relativ
zum Onkogen zu positionieren. Dies ware mdglich, wenn es gelange, einen RFLP zwischen
INV-Xmrk und ONC-Xmrk sowohl von X. maculatus als auch von X. variatus zu finden.

0,97 kb 0,7 kb

Y
E AB B E
X-ONC — . H I 7 I
> -
Ex1 Jd9
56k 0,7kb
A Transposon B B
INV1 L | | |

Abb. 25: Lage des Transposons im ersten Intron von INV 1. Das erste Exon ist als schwarzes
Késtchen dargestellt. Die Pfeile markieren die Position der Primer Ex1 und Jd9, die zur
Herstellung der Hybridisierungssonde verwendet wurden. E: EcoRl, A: Avall, B: BamHI

Da keine genomische DNA von X. variatus zur Verfigung stand, wurde die DNA von
Bastarden dieser Art mit X. hédleri, die das X-Chromosom von X. var im genetischen
Hintergrund von X. hdl tragen, sowie von X. maculatus und X. heleri mit verschiedenen
Enzymen gespalten und der Filter nach dem Blotten mit verschiedenen Proben hybridisiert. Als
geeignet erwies sich die Bgll1-Spaltung bei Verwendung des 0,7 kb BamHI Fragments aus dem
ersten Intron as Hybridisierungssonde. Die DrLi-Mutante wies dabei zwei Banden auf, die sie
mit je einer der Elternarten teilte. Es konnte jedoch nicht unterschieden werden, welche der
Banden INV- bzw. ONC-Xmrk représentierte. Das Auftreten einer Transposon-ghnlichen
Sequenz in dieser Region, die sich auf das INV1-Alld beschrénkt (Altschmied und Volff,
unveroffentlicht), wurde fir das Designen einer zweiten Hybridisierungsprobe genutzt (Siehe
Abb. 25). So war zu erwarten, dal3 eine Probe, die von einer 5' des 0,7 kb BamHI Fragments
von X-ONC gelegen Sequenz abgdeitet ist, in INV1 ein Fragment abweichender Grofde
detektiert. Dain der bekannten Region 5' von Exon 1 bis zur ersten BamHI Schnittstelle keine
solche fur Bglll zu finden war, bestand die Chance, mit dieser Probe dasselbe Fragment fur X-
ONC wie bei Hybridisierung mit der 0,7 kb Probe zu detektieren und die Onkogen Bande
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dadurch zu identifizieren. Eine solche 5'-Probe wurde durch PCR mit den Primern Ex1/Jd9 aus
X-ONC amplifiziert. Das Produkt wurde mit Avall gespalten, um mdgliche zur 3'-Seite des
Transposons gelegene homol oge Sequenzen zu INV1 zu eliminieren.
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Abb. 26: Southern Experiment mit Bglll gespaltener DNA von X. maculatus WT, DrLi-
Mutante, X. variatus Bastarden mit und ohne Xmrk Onkogen und X. helleri. A: Der Filter
wurde mit der 0,7 kb Sonde hybridisiert. B: Rehybridisierung desselben Filters mit dem
Ex1/Jd9 PCR-Produkt nach Spaltung mit Avall. Beide Proben detektieren das identische
Fragment fur X-ONC, wahrend fur INV1 von X. maculatus Banden unterschiedlicher Grof3e
sichtbar werden (diese sind durch Pfeille markiert).

Die Rehybridisierung des Filters mit diesem Fragment ermoglichte die Zuordnung der Banden
zu INV- und ONC-Xnrk (siehe Abb. 26). Demzufolge besitzt ONC-Xmrk von DrLi in diesem
Bereich zu X. variatus homologe Sequenzen, was in Einklang mit den unter 4.2.6
beschriebenen Ergebnissen steht. Die INV Banden zeigen die fur X. maculatus spezifische
Lénge, so dal’ das Protoonkogen in einen Bereich auf dem DrLi-Chromosom anzusiedeln ist,
der von X. maculatus stammt. Somit muf3 INV-Xmrk 3' von ONC-Xmrk gelegen sein.

4.3 Untersuchung der Chromatinstruktur im Xmrk Onkogen
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Die Lage der Bruchpunkte bei den Mutanten DrLi (mut), Sb und Sr crossover 3084B 14,
betrachtet man deren Tumorphénotyp, die Anwesenheit eines regulatorischen Elements in der
Region zwischen dem Ende des ersten Introns und Exon 15 vermuten. Dieses konnte fur die X-
ONC-spezifische Uberexpression von ONC-Xmrk verantwortlich sein. Da genregulatorische
Elemente aktiv transkribierter Gene in Regionen mit aufgelockerter Chromatinstruktur lokalisiert
sind, sollte diese Vermutung anhand der Kartierung von DNasel hypersensitiven Stellen im
Xmrk-Gen Uberprift werden.

PSM  5dSr24 Toumor Kontrolle

A bg =
242 bp = - Y-OMC/INY
1141 |||:- -
147 bp =
128 bip — 4 X.ONC
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Abb. 27: Untersuchung der Expression der Xmrk Gene in PSM- und SdSr24-Zellen und
einem malignen Mdanom eines Rickkreuzungsbastards zwischen X. mac und X. hel durch
RT-PCR mit den Primern Ins4/Ins5. Eine Unterscheidung zwischen X-ONC und Y-ONC/INV
ist aufgrund einer Deletion in X-ONC in der fur den Carboxyterminus des Proteins kodierenden
Region moglich. Diese Deetion erstreckt sich auch Uber kodierende Sequenzen. Bei der im
Tumorgewebe sichtbaren langeren Bande handelt es sich um das INV-Genprodukt. Die in
SdSr24-Zellen weniger intensive Bande der Aktinkontrolle ist auf einen Verlust von cDNA
beim Verdinnen vor Einsatz in die PCR zurtickzufUhren. Bei der ebenfalls bei diesen Zdlen
aufgetretenen schwachen Bande von ca. 150 bp Lange durfte es sich um ein PCR Artefakt
handeln.

Die Untersuchung sollte zundchst an PSM-Zellen erfolgen, da dort zum einen eine starke
Expression von ONC-Xmrk vorliegt, zum anderen well Zelinien ene fur diese Methode
ausreichende Menge an bendtigter DNA liefern. Als Kontrollzellinie wurden Zelen gesucht, die
das Onkogen besitzen, es jedoch nicht exprimieren. Es stand die embryonde Zdlinie SdSr24
zur Verfigung, die von X. maculatus abgdeitet ist (XSADr/yS A und nur die X-
chromosomae Kopie von ONC-Xmrk tréggt (M. Pagany, 1999). Deren Eignung wurde
zunéchst durch Untersuchung der Expression von Xmrk durch RT-PCR Uberprift. Wahrend in
PSM-Zdlen das Y-Alld von ONC-Xmrk stark Uberexprimiert wird, ist das Onkogen in
SdSr24-Zellen nicht aktiv. Hier ist nur die Expression von INV-Xmrk zu beobachten (siehe
Abb. 27). Da keine Zdlinie mit Y-ONC zur Verfigung stand, die das Onkogen nicht
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exprimiert, wurden SdSr24-Zellen eingesetzt. Eine Untersuchung des Promotorbereichs von
ONC-Xmrk, der identifizierte Bindungsbereiche fur Transkriptionsfaktoren beinhatet (Baudler
et al., 1997), diente dazu, die geeigneten DNasel-Konzentrationen zu ermitteln (Daten nicht
gezeigt). Daraufhin wurde das 8,4 kb EcoRI-Fragment von Xmrk, welches vom 3'-Bereich des
ersten Introns bis zum 5'-Bereich von Exon 18 reicht, auf hypersensitive Stellen getestet.
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Abb. 28: Untersuchung des 8,4 kb EcoRI-Fragments des Xmrk Onkogens von PSM- und
SdSr24-Zellen in zwei unabhangigen Experimenten auf DNasel-hypersensitive Regionen. Als
Hybridisierungsprobe wurde ein PCR-Produkt verwendet, das mit den Primern Hg51/Hg70
amplifiziert wurde und genomische Xmrk Sequenzen von Exon 7 einschliefdich Exon 17
enthalt. Die Zahlen geben die Konzentration an eingesetzter DNasel in U/ml an. Die bei der
SdSr24 Kontrollprobe (0 U/ml) aufgetretene hochmolekulare Bande ist wahrscheinlich auf
Versagen der Spaltung durch EcoRI zurtickzuftGhren.

In einem ersten Experiment wurde mit einer Sonde, die Exon 7 bis Exon 17 beinhaltete, neben
der 8,4 kb und einer grof3eren Bande von ca. 10 kb zwel weitere Fragmente von 3,8 und 3,4 kb
detektiert, die im Kontrollaliquot, das nicht mit DNasel inkubiert wurde, fehlten. Bel zwe
weiteren Experimenten war dieses Ergebnisin derselben Form nicht reproduzierbar. Es konnten
zwar wieder Fragmente von 3,8 und 3,4 kb detektiert werden, die jedoch nicht mehr dieselbe
Intensitét der Signale aufwiesen und zudem auch in der Kontrolle ohne DNasel sichtbar waren.
Daneben traten noch eine Reihe weiterer Banden auf, die wiederum auch in der Kontrolle zu
sehen waren (siehe Abb. 28). Mit der Kontrollzellinie SdSr24 bestand das Problem, gentigend
DNA fur die Southern Analyse nach DNasel-Verdau zu gewinnen. Im Gegensatz zu den
polyploiden PSM-Zellen waren die DNA-Mengen, die aus den di- bis tetraploiden embryonaen
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Zdlen gewonnen werden konnte, deutlich geringer. Anhand dieser Zelen war zumindest
erkennbar, dal3 das langere ca. 10 kb Fragment spezifisch fur PSM-Zellen sein mui3. Auf dem
Autoradiogramm einer langeren Filterexposition war zudem bel einer DNasel-Konzentration
von 50 U/ml, einer Enzymmenge, die in PSM-Zellen deutliche DNasel -Spaltprodukte lieferte,
keine Anzeichen eines Abbaus zu erkennen. Dies kdnnte einen ersten Hinweis dafUr liefern, dal3
im Xmrk-Gen von PSM-Zellen spezielle Regionen auftreten, die in ener fir DNasel
zuganglichen Chromosomenkonformation vorliegen. Das Zid zukinftiger Experimente wird
darin liegen, diese Anzeichen durch Optimierung der V ersuchsbedingungen zu bestétigen.



