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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Melanomentstehungei XiphophorusRiickkreuzungshybrideist auf die Uberexpression
desRezeptortyrosinkinasegesnrk zurtickzufihrenDessenExpressionwird im parentalen
Wildtyp durch einenautosomalemegulatorischer.ocus, R, supprimiert.Uber die molekulare
Natur desGenprodukts/on R liegen bislang keine Erkenntnissevor. In Kopplungsanalysen
konnte R der autosomalenKopplungsgruppeV zugeordnetwerden. Das dem R-Locus
nachstgelegene Gen kodiert fiie CarboxylesteraseSl und weist einenAbstandvon 30 cM
zu R auf. Eine Einordnungvon R in die Genkarte,die aus weiteren Isoenzymgenloci
zusammengeset®t, war bislangaufgrundeiner Nicht-Linearitdtder Rekombinationswertén
Dreipunkt-Kopplungsanalysen nicht moglich.

Um zu Uberprifen,ob die Tumor regulierendd=unktion von R mdglicherweisedurch
mehrereGeneausgetbtwird, wurde die Kopplung zwischenES1 und R an Xiphophorus
Hybriden der zweiten bis funften Rickkreuzungsgenerationeermittelt. Es zeigten sich
schwankend&Verte, die mit zunehmendeRUckkreuzungsgeneraticstarkervon der bei der
BC; ermitteltenRekombinationsfrequenzon 30% divergierten.Zudemwaren ab der dritten
Ruckkreuzungsgeneration signifikante Abweichungen der zu erwartenderi:1 Aufspaltung
gutartigerund bosartigerTumorphanotyperzu beobachtenDiese Ergebnissesind Hinweise
dafur, daf3 es tatsachlichmehrereFaktorenim Xiphophorus Genom gebenkonnte, die die
ExpressiondesXmrk Onkogenskontrollieren. Zur BestatigungdieserHypothesewird esin
Zukunft von Bedeutungsein, hohere Rickkreuzungerzu analysieren.Im Fall mehrerer
Regulatorenware zu erwarten, daf die Kopplung zwischen ESL und R mit steigenden
Ruckkreuzungen durch Auskreuzen \®fraktoren verloren geht. Dadurch sollte sich adas
Verhaltnis der beiden Tumorphanotyperzu mehr Nachkommenmit malignem Melanom
verschiebenWeitere Hinweise auf die HypothesemehrererR-Gene ergab sich durch die
Kartierungvon R mit Hilfe molekularerMarkersequenzerin AP-PCR-und AFLP-Analysen
von BCj-BastarderzwischenX. maculatus und X. helleri konnteninsgesamtl2 polymorphe
Markersequenzen identifizienterden,die eindeutigekopplung zu ESL aufweisen jedochnur
zwei dieser Marker sind auch rtgekoppelt. Zudem ist dékbstandzu R mit ca. 27 cM sehr
grol3. Bei der Erstellungeiner Genkarteanhandder 12 Marker war es nicht mdglich, R eine
eindeutigePositionin dieserGenkartezuzuordnenDie zwei mit R gekoppelterMarker liegen
zu beiden Seitenvon ES1, einer Positionierungvon R zwischen diesen beiden Markern
widersprechenedochstatistischsignifikante Rekombinationswert@on ES1 und den tbrigen
Markern zu R. So ware denkbar, daf3 zumindest zwei R-Gene in dieser nicht néher
einzugrenzenden Region liegen. Dies wirde alielisherigeUnmaglichkeiterklaren,engzu
R gekoppelte Marker zu detektieren.
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Die in der klassischerKreuzung(X. mac Sd/X. hel) ermitteltenRekombinationswerte
zwischen einem Kandidateng€DKN2X, und den Tumorphanotypen deuten nidataufhin,
daR diesesGen R darstellt, eine Funktion in einem polyfaktoriellen Systemware dagegen
denkbar. Kopplungsanalyserkonnten auch XDNMT-1 als Kandidat fir R ausschliel3en.
Zukunftige differentielle Genexpressionsstudieawischengut- und bdsartigenGewebender
Hybriden kénnteneinenvdllig anderenAnsatzpunktfir eine Identifizierung aller beteiligten
regulatorischen Faktoren bieten.

Durch Charakterisierungverschiedener Xiphophorus Mutanten wurden weitere
Erkenntnissetber die Expressionsregulatiordes Xmrk Onkogens erwartet. So sollten
urséchlicheFaktorenfur das unterschiedlichePotential verschiedenelONC-Xmrk Allele im
Hinblick auf die Tumorinduktion und eine mdgliche Beeinflussungder Ausbildung von
Makromelanophorenmustern identifiziert werden. Fur die AnatysnterXmrk Allele wurde
zunéchsdie bishernoch nicht bekanntegenomischedrganisationin der fir die extrazellulare
Domanedes RezeptorskodierendenRegion der beiden geschlechtschromosomaléfildtyp
Allele aufgeklart. Gegeniuibedem naheverwandtenEGF-Rezeptorgedes Hilhnchensweist
Xmrk sowohl den Verlust eines Introns als auch die Reduktion um ein Exon auf. Die
Untersuchung zweier "loss of function” (Idfjutanten,denensowohl Makromelanophoreals
auch die Fahigkeit zur Tumorbildung fehlt, ergabin einem Fall einen Verlust der Xmrk
Funktiondurchdie vollstandigeDeletiondesOnkogenlocusDies bestatigterneut,das Xmrk
das fur die TumorauslésungurséchlicheGen darstellt. Eine Mutation in ONC-Xmrk der
zweiten Lof-Mutante war nicht zu detektieren. Das konnte auf einen Defekt im
Makromelanophorengemieser Mutante hindeuten. Eine Untersuchungvon Fischen mit
auffalligen Makromelanophorenmustern bzw. Tumorphanotgogab,daf3ein Grol3teildieser
Fische ein mutantesXmrk Onkogenaufwies, das aus einer Rekombinationzwischen den
beidenwildtypischenX- und Y-chromosomalerONC-Xmrk Allele resultierte.Interessanter-
weise konzentrieren sich die intragenischen Crossover Ereignisdee RegiondesGens,die
fur die extrazellulareDomanedes Rezeptorskodiert. Dies konnte auf einen Ort vermehrter
Rekombination, einen sogenannten "Hot spot of recombination™ hinweisen.

Mit Hilfe dieserCrossoverMutantenwurde es mdglich, weitere bedeutendésenein
dieser Chromosomenregiomelativ zu ONC-Xmrk zu kartieren. So liegt das Gen fur den
Makromelanophorenlocugvidl) 5' von ONC-Xmrk, der geschlechtsdeterminierend®cus
(SD) und ein Gen, das fur die Auspragungder roten und gelben Farbmuster (RY)
verantwortlichist, konnten3' von ONC-Xmrk lokalisiert werden. Die Reihenfolgeder Gene
auf dem Chromosom i$fdl - 5 ONCXmrk 3' - RY - SD. INV-Xmrk liegt ebenfallsauf der
3'-SeitedesOnkogensgdie genauePosition konnte jedoch noch nicht ermittelt werden. Eine
Analyseder Tumorphénotyperder Mutanten"Sr crossover3034B8", "Sb" und "DrLi (mut)"
gab Hinweiseauf die Lokalisationeinesgenregulatorischeklements Diesesmiifdte zwischen
den CrossoverPunktenvon "Sb" und "Sr crossover3084B" liegen. Die unterschiedlichen
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Eigenschafterder mit dem MdIl-Muster Sr bzw. Sd assoziiertenTumoren in Bezug auf
Malignitat konnte durch ein solches Element, das nur in einem der beiden geschlechts-
chromosomalerOnkogenallelevorhandenbzw. funkionell aktiv ist, erklart werden. Erste
Versuchezur Kartierung DNasel hypersensitiverRegionenan Chromatin der Tumorzellinie
PSM zeigten,dal3in deridentifiziertenRegionzwischendem erstenintron und Exon 15 von
ONC-Xmrk aufgelockerteginer Spaltungdurch DNaselzuganglicheRegionenliegen, die auf
genregulatorisché&sequenzerhinweisen. Dies stimmt mit den strukturellen Daten aus der
Analyse der Crossover Mutanten Uberé&ime Eingrenzungdieserhypersensitiverstellenund
eine Untersuchungauf eine mogliche Beteiligungan der Expressionsregulatiodes Onkogens
wird das Ziel zukunftiger Experimente sein.



