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Einleitung

1. EINLEITUNG

"If you want to understand cancer, you need to know the answers to the
many questions about the role genome instability plays."

- Bert Vogelstein

1.1. Veréinderungen des Genoms als Grundlage der Tumorevelution

1.1.1. Tumorevolution

Das Wort Tumor entstammt dem Lateinischen und bedeutet Anschwellung, Geschwulst.

In der Medizin bezeichnet dieser Begriff im eigentlichen Sinn eine ,gewebliche
Neubildung in Form eines spontanen, verschiedengradig enthemmten, autonomen und
irreversiblen UberschuBwachstums von kérpereigenem Gewebe, das in der Regel mit
unterschiedlich ausgeprégtem Verlust spezifischer Zell- und Gewebefunktionen
verbunden ist“ (Pschyrembel, 1998 [1]).

Jede neoplastische Transformation einer Zelle repriisentiert einen pathologischen Prozef,
der sich auf molekularer Ebene manifestiert und durch die Akkumulation einer oder
mehrerer somatischer Mutationen in einem oder mehreren Genen charakterisiert ist.
Deshalb ist Krebs eine Erkrankung des Genoms bzw. der Gene, die mit einer Vielfalt an
Moglichkeiten das feine molekulare Gleichgewicht zwischen Proliferation und Inhibition
stort bzw. zu Gunsten der Proliferation verschiebt.

Der Ursprung einer Neoplasie findet sich in der molekularen Entgleisung einer einzelnen
Zelle innerhalb eines intakten Organismus. Die erste erworbene Mutation wird im Zuge
der Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben, und jede nachfolgende Mutation fithrt
zu einem neuen Klon genetisch verfnderter Zellen mit zunehmend abnormal-
proliferativem Potential. Die positive Selektion genetisch verfinderter Zellklone ist
proportional zu deren Fahigkeit, invasiv und expansiv zu wachsen. So fiihrt dieser sich
selbst tragende und beschleunigende Prozef letztendlich zur Entstehung eines malignen

Zellklons, der den Beginn eines Tumorwachstums darstellt.

Tumorzellen proliferieren ohne kontinuierliche Einwirkung eines externen

‘Wachstumsstimulus. Sie sind innerhalb ihres urspriinglichen Zellverbandes autonom und
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befinden sich, sofern sie maligne sind, in einem Zustand unkontrollierter Ausdehnung mit
der Fghigkeit zur Verdringung von angrenzendem Gewebe. Diese Befreiung einer
transformierten Zelle von den Mechanismen der reguliren Wachstumskontrolle ist
meistens die Folge einer oder mehrerer Mutationen in zwei bestimmten Genklassen: den
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen.

Onkogene stellen in Form sogenannter Protoonkogene einen physiologischen Bestandteil
des zelluldiren Genoms dar. Ihre Genprodukte umfassen eine Vielzahl verschiedener
Proteine, darunter Transmembranproteine, im allgemeinen Wachstumsfaktorrezeptoren,
oder Transkriptionsfaktoren, und sind unerlésslich fiir Zellfunktionen wie Zellwachstum, -
teilung, -differenzierung und Apoptose (programmiertet Zelltod) (Kopnin 2000 [2]). Der
Ubergang von einem Protoonkogen in ein Onkogen mit tumorigenem Potential kann durch
die konstitutive Aktivierung oder Uberexpression seines Genprodukts erfolgen, demnach
resultiert die Tumorgenese hier aus einem zusdtzlichen Funktionserwerb (gain of
Jfunction).

Tumorsuppressorgene kodieren fiir Proteine, die den Zellzyklus bremsen, d. h. als
Wachstumsinhibitoren fungieren oder Apoptose induzieren. Sie sind ebenfalls ein
physiologischer Bestandteil des Genoms. Inaktivierende Mutationen oder Deletionen
innerhalb dieser Gene entsprechen einem Funktionsverlust (loss of function) und stellen

einen ersten Schritt in Richtung Tumorgenese dar.

1.1.2. Genomische Instabilitit

1.1.2.1. CIN und MIN

Ein signifikantes Charakteristikum neoplastischer Zellen ist die Akkumulation zahlreicher
genomischer Lisionen, durch welche die Tumorgenese initialisiert und die weitere
Tumorprogression getragen wird. Aufgrund dieser Hiufung genetischer Alterationen
werden maligne Zellen als genetisch oder genomisch instabil bezeichnet.

Generell werden zwei Formen der genomischen Instabilitét unterschieden: Chromosomale
Instabilitdt (CIN) und Mikrosatelliten-Instabilitdt (MIN).

Chromosomale Instabilitit bezeichnet grobe strukturelle Verfinderungen an mindestens
einem Chromosom des Karyotyps, z. B. in Form numerischer Veridnderungen

(Aneuploidie) oder umfassender Genamplifikationen bzw. -deletionen.
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Die Mikrosatelliten-Instabilitét hingegen beinhaltet genetische Verinderungen auf der
Ebene von DNA-Sequenzen (sog. Mikrosatelliten; su.), die entweder einzelne
Nukleotidpaare oder kurze DNA-Abschnitte betreffen. Bei diesen Alterationen handelt es
sich entweder um eine Insertion (Verlingerung der Sequenz) oder Deletion (Verkiirzung
der Sequenz). Sie ist Ausdruck einer verminderten DNA-Reparaturkapazitit (Strand et al.
1993 [3]), und  Dbetroffene Gewebe oder Individuen werden als MIN+

(mikrosatelliteninstabil) bezeichnet.

Das menschliche Genom enthdlt neben kodierenden Abschnitten u.a. mehrere
hunderttausend hochrepetitive DNA-Sequenzen, deren Grundeinheiten, sogenannte
repeats®, aus einer Abfolge von ein bis zu sechs Basen bestehen. 30 bis 50 dieser
uniformen ,yrepeats” folgen tandemartig aufeinander und bilden eine Sequenz, die als
Mikrosatellit bezeichnet wird (Karran 1996 [4]). Die hiufigste Repeat-Einheit ist das
(CA)-Motiv.

Mikrosatelliten sind bis auf wenige Ausnahmen gleichmifig und randomisiert iiber das
gesamte Genom verstreut und stellen weitgehend nicht-kodierende DNA-Abschnitte dar.
Sie unterliegen keinem Selektionsdruck, sind deswegen pridestiniert zur Ansammlung
persistierender Mutationen und weisen interindividuelle Polymorphismen auf. Die Linge
seiner Mikrosatelliten, festgelegt durch die Anzahl aufeinander folgender Repeat-
Einheiten, ist in ihrer Gesamtheit fiir ein Individuum einzigartig und in allen somatischen
Geweben fixiert.

Dieses individuelle Charakteristikum wird ,,genetischer Fingerabdruck™ genannt.

Tumore, die ihre Entstehung auf eine Vielzahl von Mutationen griinden, kénnen
hinsichtlich der Linge ihrer Mikrosatelliten Unterschiede zum normalen, gesunden
Gewebe ihres ,,Wirts™ (desselben Individuums) aufweisen.

1993 wurde erstmalig das Phinomen abnormaler Mikrosatelliten-Sequenzen bei der
Analyse der erblichen kolorektalen Krebsform Hereditary Non-Polyposis Colorectal
Cancer (HNPCC) bzw. seines Syndroms, auch Lymch-Syndrom genannt, beobachtet
(Peltomaki et al. 1993 [S5]). Versuche, das priidisponierende Gen mittels genetischer
Kopplungsanalysen anhand von Mikrosatelliten zu ermitteln, offenbarten einen
ungewShnlichen Phénotyp dieser Tumoren. Im Vergleich zu Proben von gesundem

Gewebe fanden sich verlingerte und verkiirzte Mikrosatelliten-Allele, denen Insertionen
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bzw. Deletionen von Repeat-Einheiten zu Grunde lagen. Dieses Phénomen, das sich
genomweit, d.h. unabhéngig von bestimmten Genorten zeigte, fithrte zu der Annahme, daB}
cine generelle Beeintrichtigung des DNA-Metabolismus fiir die Tumorentstehung
verantwortlich sein miisse. Folgende Untersuchungen deckten Defekte im DNA
Mismatch-Repair (MMR)-System auf, durch die Ungenauigkeiten in der DNA-
Replikation nicht mehr korrigiert werden konnten und sich bevorzugt an repetitiven
Sequenzen offenbarten (Strand et al. 1993; Aaltonen et al. 1994 [6]).

In iiber 90% HNPCC-assoziierter Tumoren sowie in 15% sporadischer kolorektaler

Karzinome wurden Instabilititen in Mikrosatelliten-Sequenzen nachgewiesen (Lawes et
al. 2003 [7]).

Karzinome, die aufgrund einer defekten DNA-Reparaturkapazitét eine iiber das normale
MaB hinausgehende Mikrosatelliteninstabilitit aufweisen, werden als RER" (Replication
Error positive)-Phénotyp bezeichnet (Jass et al. 2002 [8]).

In der experimentellen Tumorforschung werden instabile Mikrosatelliten generell einer
der drei folgenden Kategorien zugeordnet: High-Level MSI (MSI-H), Low-Level MSI
(MSI-L) oder keine MSI (MSS; microsatellite stable). MSI-H bedeutet Alterationen an
>30-40% aller untersuchten Loci, Tumoren mit niedrigeren Instabilitétsraten werden als
MSI-L Klassifiziert. MSS-Tumoren sind an allen analysierten Mikrosatellitenmarkern
stabil (Boland et al. 1998 [9]).

Die molekulare Ursache der MSI-H Tumoren liegt in Defekten des DNA Mismatch

Repair-Systems, die der MSI-L instabilen Lésionen ist bisher ungeklirt.

1.1.2.2. Loss of Heterozygosity (LOH)

LOH als chromosomale Alteration bezeichnet den Allelverlust eines Gens. Dieses
Phénomen ist hiufig in genomisch instabilen Zellen anzutreffen, wird im Rahmen einer
Mikrosatellitenanalyse mitdetektiert und allgemein als Zeichen fiir den Verlust eines
innerhalb des Chromosomenabschnitts nahe gelegenen Tumorsuppressorgenes angesehen
(Birindelli et al. 2000 [10]).
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1.2 Genomische Instabilitit in humanen melanocytischen Lésionen -

pathogenetischer Mechanismus oder Begleiterscheinung?

Uber 90% der HNPCC-assoziierten Tumoren weisen Instabilititen an >30-40% der
analysierten Mikrosatelliten-Loci auf (Lawes et al. 2003) und gehéren damit der Klasse
der MSI-H Tumoren an. Fiir diese Subklasse kolorektaler Tumoren stellt diese Form der

genetischen Alteration einen obligaten Schritt in der Tumorgenese dar.

Nach der Entdeckung dieses Zusammenhanges (Strand et al. 1993) wurde eine Vielzahl
verschiedener humaner Tumoren auf Mikrosatelliten-Instabilitéten getestet. Die Resultate
dieser Studien weisen jedoch, anders als bei den HNPCC-assoziierten Tumoren, nicht
immer eindeutig in eine Richtung. Fiir viele Tumorarten wurde bestitigt, daf sie
genetische Alterationen aufweisen, allerdings in unterschiedlichem Malie (Lawes et al.
2003); und h#ufig bleibt unklar, ob die Mikrosatelliten-Instabilitit als ein
determinierendes Freignis in der Tumorevolution angesehen werden kann. Unterstiitzt
wird diese Unsicherheit durch das Fehlen eindeutiger Korrelationen beziiglich der
Frequenz der genomischen Instabilitit und den korrespondierenden klinisch-
pathologischen Verldufen der Patienten (Lawes et al. 2003; Peris et al. 1995 [11];
Talwalkar et al. 1998 [12]; Brueckl et al. 2000 [13]).

Besonders uniibersichtlich stellt sich die Situation fiir humane maligne Hautlésionen dar.
Uber die letzten Jahre wurden viele Studien durchgefiihrt, die sowohl den Mikrosatelliten-
als auch den LOH-Status iiber das gesamte Spektrum melanocytischer tumordser
Verénderungen analysierten. Die Ergebnisse dieser Studien sind diskordant. Sie zeigen fiir
kutane maligne Melanome Instabilitéts-Frequenzen von weniger als 5% (Quinn et al, 1995
[14]) tiber 20-25% (Peris et al. 1995; Talwalkar et al. 1998) bis zu 32% (Hussein et al.
2001 [15]). Dieses breite Spektrum verschiedengradig instabiler Tumoren konnte keine
Korrelation mit den klinischen Verlgufen der jeweiligen Probanden oder ihrer Pathologie

aufzeigen (Peris et al. 1995; Talwalkar et al. 1998).

Studienergebnisse beziiglich des MIN+ Status von dysplastischen Névi, die als Vorldufer-
Lésion der malignen Melanome diskutiert werden, und benignen herkémmlichen Navi
sind ebenfalls widerspriichlich. Einerseits sollen Mikrosatelliten-Alterationen die

molekulare Grenzlinie zwischen dysplastischen (MIN+) und herkémmlichen (MSS) Navi
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darstellen (Hussein et al. 2001), andererseits sind sie aber ein gemeinsames Merkmal
dieser beiden Strukturen (Birindelli et al. 2000).

Weiterhin erschwerend kommt hinzu, dafl humane Hautlisionen sowohl in-vivo als auch
histopathologisch schwer zu differenzieren sind. Diverse Hautverdnderungen koénnen
entweder auseinander hervorgehen, vgl. z. B. die Sequenz: herkdmmlicher Névus -
dysplastischer Navus - malignes Melanom, oder direkt de novo, d. h. aus dem Gesunden
heraus, entstehen. Im Falle der sequentiellen Progression sind die Ubergiinge flieBend. Die
Zuverlissigkeit der diagnostischen Reproduzierbarkeit von dysplastischen Névi muf} in
Frage gestellt werden, seit histopathologische Merkmale, die bis dahin diesen N#vi
vorbehalten waren, in verschiedenen Auspréigungen auch in anderen melanocytischen

Lasionen und sogar in Melanomen gefunden worden sind (Farmer et al. 1996 [16]).

1.3. Das Xiphophorus-Melanom-Modell System

Die Komplexitdt der Tumorentstehung und die Tatsache, dafl meistens nur das
Endstadium eines Tumors der Analyse zugénglich ist, machen es in der Regel unméglich,
zwischen tumorinduzierenden (auslosenden) und fiir die Tumorprogression notwendigen
Mutationen zu unterscheiden. Tiermodelle erméglichen eine detaillierte Untersuchung der
molekularen Vorgéinge, die zur Zelltransformation fiihren, sofern das tumorinduzierende
Gen durch klassische Genetik definiert ist. Die Melanomentstehung bei Xiphophorus ist
Vertreter eines solchen Modells.

Die zur Familie der lebendgebérenden Zahnkarpfen (Poeciliidae) zihlenden Fische der
Gattung Xiphophorus sind in den Flissen und Fluldeltas Zentralamerikas beheimatet
(Kallmann 1975 [17]). Bislang konnten iiber 20 Arten identifiziert werden (Rosen 1979
[18]; Meyer et al. 1994 [19]), die jedoch miteinander gekreuzt werden kénnen und fertile
Nachkommen produzieren. Bereits in den 20er Jahren wurden einige Arten aufgrund ihrer
auffilligen Pigmentierungsmuster als beliebte Aquarienfische geziichtet.

Nachkommen aus bestimmten Kreuzungen zwischen dem Platy-Fisch (Xiphophorus
maculatus) und einem Schwerttréiger (Xiphophorus hellerii) entwickeln eine Verstirkung
der Pigmentierung bis hin zu bdsartigen Wucherungen, die als Melanome diagnostiziert
wurden (Gordon 1927 [20]; Haussler 1928 [21]; Kosswig 1928 [22]). Ursprung dieser
Wucherungen waren stets bestimmte Pigmentierungsmuster. Ihr Aufbau aus sogenannten
Makromelanophoren, einem besonderen Zelltypen, unterscheidet sie von den kleinen

Anhiufungen melaninhaltiger normalgro8er Pigmentzellen (Durchmesser 30-100pm),
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welche ubiquitdr vorhanden sind, die einheitliche Korperfirbung der Fische ausmachen

und als Mikromelanophoren bezeichnet werden.

Makromelanophoren weisen einige Besonderheiten auf. Ihre GroBe (300-1000um)
entspricht ca. dem 10-fachen der der Mikromelanophoren. Sie sind tiefschwarz geféirbt,
also von wesentlich dunklerem Colorit, und ihre intrazellulire Melaninverteilung ist
unverdnderlich, d.h. unabhiingig von sympathisch bzw. parasympathisch beeinfluBiten
Wechselspielen von Ausdehnung und Konzentrierung der Zellen. Makromelanophoren
folgen auch nicht im reguléren Mafl dem Prinzip der Kontaktinhibition, ihre dendritischen
Zellauslgufer wachsen physiologischerweise in- und {ibereinander (Anders et al. 1994
[23]). Zusitzlich weist ihr phénotypisches Wachstumsverhalten Variabilitéten auf in der
Form, als daB Makromelanophoren nicht von allen Xiphophorus-Arten gebildet werden
und das Aufireten dieses Zelltyps innerhalb der makromelanophorentragenden
Populationen zwischen einem einzigen und mehr als 50% der Individuen variieren kann
(Gordon et al. 1957 [24]).

In dem klassischen Kreuzungsexperiment wird ein X. maculatus-Weibchen mit dem
Makromelanophorenmuster Sd (,,Spotted dorsal“) mit einem X hellerii-Ménnchen
gekreuzt. X hellerii-Individuen besitzen keine Makromelanophoren. Die aus dieser
Kreuzung resultierenden Fi-Hybriden zeigen eine Verstirkung des Pigmentmusters an der
Riickenflosse. Nach Riickkreuzung (Backcross, BC) dieser F-Hybriden mit parentalen X.
hellerii teilt sich die BC,-Generation folgendermaBen auf: 50% dieser Fische zeigen keine
Pigmentierung, 25% tragen ein Pigmentmuster, das dem der F;-Hybriden gleichzusetzen
ist und als ,,benignes™ Melanom charakterisiert werden kann (Vielkind et al. 1977 [25]),
und die restlichen 25% entwickeln ein malignes Melanom, das die Wachstumskriterien

bosartiger Tumoren erfiillt.

Die Histologie weist eine Korrelation beziiglich Tumor-Staging und Differenzierungsgrad
der Pigmentzellen auf. Das ,.benigne Melanom weist {iberwiegend terminal differenzierte
Melanophoren auf, wihrend die malignen Melanome sich vorwiegend aus relativ
entdifferenzierten, rasch  proliferierenden  Melanoblasten und  Melanozyten
zusammensetzen (Anders et al. 1984 [26]). Die Ergebnisse zahlreicher
Kreuzungsexperimente lieen eine Modellerkldrung zur Tumorgenese zu (Ahuja et al.
1976 [27)).
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Die genetisch fixierte Empféinglichkeit zur Melanomentwicklung einiger Xiphophorus-
Arten ist auf die unbeschrinkte Uberexpression eines geschlechtschromosomalen
Genlocus zurlickzufithren. Dieser ist X. maculatus inhérent, wird dem fiir die Entwicklung
von Makromelanophoren verantwortlichen Locus gleichgesetzt und als Tumorlocus (Tu)
bezeichnet. Im WT (Wildtyp; parentale X. maculatus) wird die kanzerogene Wirkung des
Tu-Locus durch einen autosomal lokalisierten, unabhiingig segregierenden Repressor, R,
in Schach gehalten. Parentale tumorfieie X. hellerii-Individuen besitzen weder Tu- noch
R-Locus. Die wiederholte Riickkreuzung von X. maculatus/X. hellerii-Bastarden mit
parentalen X, hellerii filhrt zur schrittweisen Elimination des R-Locus, ein Prozess, der
eine graduelle Entfaltung der onkogenen Wirkung des Tu-Locus erlaubt: Der Verbleib nur
eines Repressor-Locus im Genom eines Fisches fithrt zur Entwicklung einer gutartigen
Pigmentzellldsion (,,benignes Melanom®), wohingegen die Elimination beider R-tragender
Allele der Entwicklung eines malignen Melanoms den Weg ebnet.
Die Lokalisation der Melanome ist immer jenes Kompartiment, welches im Tu- und R-
tragenden, tumorfreien Parentalfisch die gutartigen Pigmentflecken trigt.

Natiirlich ist eine alternative Interpretation der Kreuzungsdaten denkbar. An die
Stelle des repressierenden R-Locus der Platyfische kénnten sogenannte ,Intensifier*-
Faktoren aus dem Genom der Schwerttréiger treten, die, durch die selektiven Kreuzungen
einmal in das Genom der Hybriden eingefiihrt, dort eine Gendosis-abhéingige Aktivierung
der Expression von Tu und damit die Entwicklung von Malignomen verschiedener
Dignitét bewirken.
Durch experimentelle Riickkreuzungen melanomtragender Hybriden mit parentalem
Platyfisch konnte eine schrittweise Revision des malignen Phinotypen bis hin zum
tumorfreien Fisch erzeugt werden. Unter der Vorstellung der Wiedereinfithrung des
repressierenden R-Locus bzw. der Abschwichung Tu-aktivierender Gene durch diese
Kreuzungen und aufgrund der Reversibilitit dieser Schritte wird gezeigt, daB 1. die
Aktivierung des Tu-Locus zu keiner genetischen Alteration desselben fithrt und 2. keine
zusitzlichen Keimbahnmutationen stattfinden, die EinfluB auf die Melanomentstehung
nehmen kdnnten (Anders et al. 1984).

Mit Hilfe von ,,positional cloning“-Ansitzen konnte ein Kandidatengen isoliert
werden, das in der vermuteten Schliisselregion des Tu-Locus lag (Schartl 1988 [28];
Wittbrodt et al. 1989 [29]). Ein Sequenzvergleich mit Gendatenbanken ergab, daB das
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Produkt dieses Gens fiir eine Rezeptortyrosinkinase codiert und ein neues Mitglied der
Familie der EGF-Rezeptoren (EGFR-Familie) darstellen konnte. Dieses Gen wurde Xmrk
(vormals ONC-Xmrk) fir Xiphophorus-Melanom-Rezeptor-Kinase genannt und besitzt als
onkogene Version von INV-Xmrk (jetzt umbenannt in XEGFRb) tumorigenes Potential (s.
unten).

Durch die Isolierung und Charakterisierung eines weiteren EGFR-Gens in Xiphophorus,
egfra, konnte gezeigt werden, daB es sich bei EGFRa und EGFRb (vormals INV-Xmrk)
um Co-Orthologe des S#uger-EGFR handelt (Gomez et al. 2004 [30]). Beide Gene sind
aus einer Fisch-spezifischen Duplikation eines dlteren EGFR-Gens hervorgegangen.

Der Beweis, daBl Xmrk tatsichlich das tumorinduzierende Gen und damit essentieller
Bestandteil des Tu-Locus ist, konnte durch die Analyse zweier spontaner ,loss-of-
function“-Mutanten erbracht werden, denen die Fahigkeit zur Melanominduktion fehlte.
Beide Mutanten zeigten genetische Alterationen im Xmrk-Locus, als deren Folge entweder
ein funktionsloses oder kein Genprodukt gebildet wurde (Schartl et al. 1999 [31]).

Der Entdeckung der tumorigenen Version des Xmrk-Gens (vormals ONC-Xwmrk)
war allerdings die Entdeckung seines Proto-Onkogens, Xegfrb, vormals INV-Xmrk (INV
fiir ,invariant®), vorausgegangen. Dieses Gen zeigte eine von der Prisenz des Tu-Locus
ginzlich unabhiingige, ubiquitir vorhandene Expression auf niedrigem Niveau, die in
allen bisher analysierten Fischen der Familie der Poeciliidae nachgewiesen werden konnte
(Schartl 1990 [32]). Weiterhin wurde maternelle RNA von Xegfrb in grofien Mengen in
Oozyten gezeigt. Wihrend der Embryonalentwicklung lieB sich eine differentielle
Expression dieses Gens verfolgen, die in der spiten Organogenese ihr Maximum erreichte.
Im adulten Fisch fanden sich schwache Expressionen des Proto-Onkogens in Kiemen,
Haut, Flossen, anderen epithelialen Geweben sowie im Gehirn. Die physiologische
Bedeutung seines Genprodukts ist bislang noch ungeklsrt.

Dagegen zeigte sich Xmrk-spezifische mRNA gewebe- bzw. neoplasiegebunden.
Sie lieB sich nur in malignen Melanomen, hier in grofien Mengen, und in prikanzerésen
melanozytischen Lésionen, hier auf einem deutlich niedrigeren Expressionsniveau,
nachweisen. Dieses Expressionsmuster folgt dem Konstrukt der ,.gendosis-abhiingigen
Tumorentwicklung” (Wittbrodt et al. 1989), bei der das Expressionsniveau des Gens mit
dem Malignitétsgrad der Tumoren korreliert.

Die Entstehung von Xmrk 148t sich anhand eines  nicht-homologen

Rekombinationsereignisses erkliiren, in welchem das oben beschriebene Proto-Onkogen

-9.



Einleitung

dupliziert und mit einer neuen 5’-Promoterregion versehen wurde, welches es unter die
transkriptionelle Kontrolle des D-Locus brachte (D fiir ,,Donor®). In malignen Melanomen
wird diese mutierte Form des Proto-Onkogens (Xmrk) aufgrund des D-Promoters und des
kreuzungsbedingten Verlustes des Repressorlocus itbermiBig abgelesen. Die Folge ist eine

#uBerst hohe Konzentration autophosphorylierter, d.h. konstitutiv aktivierter Rezeptoren.

AnschlieBende Experimente an transgenen Fischen zeigten allerdings, dafl die alleinige
Uberexpression der Rezeptortyrosinkinase kein ausreichendes Kriterium fiir eine
Tumorinduktion darstellt  (Dimitrijevic et al. 1998 [33]). Vergleichende
Aminosiuresequenzanalysen von Egfrb und Xmrk zeigten, daB der onkogene Rezeptor 14
Punktmutationen enthélt. Zwei Mutationen befinden sich in der extrazelluldren Doméine
des transmembranen Rezeptors und zeigen sich in in-vitro-Experimenten verantwortlich
fiir die konstitutive, ligandenunabhiingige Aktivierung von Xmrk. Es handelt sich um 1.
einen Serin-Cystein-Ersatz in Position 578 (C578S) und 2. eine Substitution von Glycin
durch Arginin in Position 359 (G359R) (Gomez et al. 2001 [34]).

In weiteren Experimenten wurde der Frage nachgegangen, inwiefern diese zwei
Mutationen auch in vivo fiir die onkogene Aktivierung des Rezeptors verantwortlich seien.
Es zeigte sich, dafl in beiden Fillen die einzelne Mutation ausreichend war, um dem
Rezeptor onkogenes Potential zu verleihen. Die G359R-Mutation induzierte allerdings

eine signifikant hohere Tumorrate als die C578S-Mutation (Winnemdller et al. 2005 [35]).

1.4. Regulation des Zellzyklus

1.4.1. Kontrollmechanismen

Eine jede Zelle hat zu jedem Zeitpunkt drei verschiedene Moglichkeiten. Sie kann sich
ruhig verhalten (Stase), sie kann sich teilen (Mitose) oder sie kann sterben (Apoptose).
Einige Zellen haben noch die Moglichkeit, sich zu differenzieren. Die Entscheidung der
Zelle fur eine der Verhaltensweisen hiingt von einer Vielzahl von inneren und duBeren
Signalen ab. Onkogene und Tumorsuppressorgene besitzen Schliisselrollen in der
Erzeugung und Interpretation dieser Stimuli.

Der Zellzyklus besteht aus vier Phasen, der G1-, 8-, G2-und M-Phase. In der G1- und G2-
Phase bereitet sich die Zelle durch Wachstum und vermehrte Proteinsynthese auf die

-10-



Einleitung
Zellteilung vor, in der S-Phase erfolgt die DNA-Replikation, und in der M-Phase teilt sich
die Zelle schlieBlich.
Drei Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle dieses Systems. pRB, TP53 und
CDKN2A sind ,,Wichter der Zelle®, ihre Funktion ist es, zu entscheiden, ob eine Zelle in

die Mitose geht oder nicht. Die Gene, die fiir diese Proteine codieren, spielen eine zentrale
Rolle in der Entstehung von Tumoren. Sie gehdren zn den am hiufigsten alterierten,
defekten Genen in malignen Zellen (Strachan et al. 1999 [36]).

1.4.2. Die Funktion des Zellzyklusinhibitors CDKN2A

CDKN2A (pl6, pl6™*? MTS1) ist entscheidend in die Kontrolle des Gi-S-
Restriktionspunkts des Zellzyklus involviert. An diesem Punkt entscheidet sich flir eine
Zelle unwiderruflich, ob sie in die Zellteilung eintreten wird oder nicht. CDKN2A
kontrolliert pRB, einem der wichtigsten Zellzyklusinhibitoren. Es verhindert die
Inaktivierung von pRB und trigt damit wesentlich zur Stase der Zelle bei. Ein
Funktionsverlust von CDKN2A fithrt zu einem Funktionsverlust von pRB und ermdglicht
unkontrolliertes Zellwachstum (Strachan et al. 1999).

Die Bedeutung der Integritéit des Tumorsuppressorgens CDKN2A fiir die Genese von
Malignomen, bzw. im engeren Sinne fiir sporadische/familifire maligne Melanome, wurde
in verschiedenen Studien eingehend untersucht.

cdkn2a ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 (9p21) lokalisiert. Es hat sich gezeigt,
daB dieses Tumorsuppressorgen in diversen Tumorzellinien, Melanomzellinien
eingeschlossen, in hoher Frequenz deletiert oder mutiert ist (Tang et al. 1999 [37]; Kamb
et al. 1994 [38]). Analysen des Mikrosatellitenstatus von Melanomen sporadischer Genese
ergaben ebenfalls, dal Deletionen beider Allele von 9p21 (LOH) in diesen Tumoren
gehiuft aufiraten (Kumar et al. 1999 [39]; Peris et al. 1995). In Zusammenschau aller
Ergebnisse wird der chromosomale Locus 9p21 als ,familial melanoma susceptibility
locus” bezeichnet (Newton Bishop JA et al. 2005 [40]) und das hier lokalisierte Gen
cdkn2a fir die Genese spontaner und familisrer Melanome zumindest mitverantwortlich
gezeichnet (Puig S et al. 2005 [41]). Diese Ergebnisse werden durch iibereinstimmende
Daten an Experimenten mit Melanomzellinien (Walker et al. 1998 [42]) und M#usen
(Krimpenfort et al. 2001 [43]) bestétigt.
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Schon in fritheren Studien wurde gesehen, dafl das Homolog zu CDKNZ2A im

Xiphophorus Melanom Modell, CDKN2X, in die chromosomale Region des vermuteten
Tumorsuppressorlocus R (auch als DIFF bezeichnet) fillt (Kazianis et al. 1998 [44]).
Weiterfilhrende Experimente versuchten zu zeigen, dass cdkn2x der gesuchte
Repressorlocus R des Modells sei, was bis heute aber nicht zu beweisen war. Ganz im
Gegenteil wurde in malignen Melanomen von Xiphophorus-Hybriden eine signifikante
Uberexpression des Gens auf RNA-Niveau gefunden (Kazianis et al. 2000 [45]), ein
Ergebnis, das im Gegensatz zu den Ergebnissen von humanen und murinen CDKN2A-

Forschungen steht.

1.4.3. Eine Vielzahl von ,Wichtern des Genoms®

Neben CDKN2A (p16) sind noch viele andere Gene bekannt, deren Produkte die Zelle vor
schidlichen Einfliissen schiitzen und die Integritdt des Genoms wahren sollen. Zu den
klassischen Tumorsuppressorgenen gehdren RBI und TP53.

pRB, das Genprodukt von RBI, ist einer der wichtigsten inhibierenden Faktoren
des Zellzyklus und zusammen mit CDKN2A und anderen Proteinen verantwortlich flir das
Passieren einer Zelle des Gj-S-Restriktionspunkts (s. oben) und die nachfolgende
Zellteilung (fiir Reviews iiber pRB siche Korenjak et al. 2005 [46]; Seville LL et al. 2005
[47]; Hatakeyama et al. 1995 [48]; Weinberg 1996 [49]).

Der Verlust oder die Mutation von p53 représentiert wahrscheinlich den hiufigsten
einzelnen tumorigenen Zellschaden und ist eine der am weitesten verbreiteten genetischen
Aberrationen in  Tumorzellen. Die Funktionen von p53 sind  vielfiltig
(Transkriptionsfaktor, Apoptose-Induktor, Zellzyklusinhibitor), tragen jedoch alle zur
Wahrung der Integritit des Genoms bei und machen p53 zu einem unabkdmmlichen
. Wichter des Genoms* und zu einem der wichtigsten Zellzyklusinhibitoren (Strachan et
al. 1999).

Mutationen sind der Treibstoff der Evolution. Sie bedeuten bestenfalls eine stetige
Adaptation von Organismen an die Umwelt und schlimmstenfalls ihre Vernichtung durch
eine primdr pathogene Wirkung. Zellen besitzen deswegen umfassende DNA Reparatur-
Mechanismen, die schidliche Mutationen frithzeitig erkennen und korrigieren sollen (fiir
einen Review siche Melnick AM et al. 2005 [50]; Oktoberausgabe 1995 von Trends in

Biochemical Sciences [51]).
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Die Vielzahl der Mutationen tritt wihrend der DNA-Replikation auf, da die DNA-

Polymerase wie alle Enzyme zu Fehlern neigt.

Eines der zelluliren DNA Reparatur-Systeme wird Mismatch Repair (MMR) System
genannt. Dieser Reparaturmechanismus ist verantwortlich fiir die Korrektur falsch
gepaarter Basenpaare, einer der hiufigsten Fehler der DNA-Replikation. Defekte in
diesem System fithren zu 100-1000 Mal hoheren Mutationsraten als normal und wirken
tumorigen (s. z.B. HNPCC) (Strachan et al. 1999).

Das Mismatch Repair System besteht aus mehreren Proteinen, von denen besonders zwei,
MSH2 und MLHI, in engeren Zusammenhang mit MSI-H gebracht wurden (Strand et al.
1993) (fiir Reviews liber das MMR System sieche Charames et al. 2003 [52]; Grady 2004
[53]; Schofield et al. 2003 [54]). Es wurde gezeigt, daB Defekte in den codierenden
Regionen von MMR-Genen wahrscheinlich die Ursache fiir die genomische Aberration
MSI-H in Tumoren darstellen (vgl. HNPCC) (fiir einen Review siehe Whitehouse et al.
1998 [55]). Am intensivsten wird dieses Phinomen derzeitig am kolorektalen Karzinom
untersucht (z.B. Lawes et al. 2005 [56]).

1.5. Spezielle Fragestellung dieser Arbeit

Das Xiphophorus Melanom Modell System bietet zwei grofie Vorteile. /. Melanocytische
Liasionen verschiedener Arten und mit variierenden Malignitétsgraden konnen leicht
erzeugt werden. Der jeweilige Phinotyp ist dank seines genetisch kontrollierten
Hintergrunds klar definiert und reproduzierbar. 2. Der einheitliche genetische Hintergrund
des Modells 148t die Abgrenzung unentbehrlicher Schritte der Tumorgenese gegeniiber
zufélligen sekundéren Ereignissen zu.

In dieser Arbeit sollte hauptsiichlich der Frage nachgegangen werden, ob MIN+ ein
obligates molekulares Ereignis fiir die Progression von Melanomen bis hin zum
terminalen Stadium darstellt. Ware dies der Fall, miifiten alle (analysierten)
fortgeschrittenen Tumorstadien dieses Phiinomen aufweisen.

Dieser Fragestellung wurde unter Verwendung PCR-basierter Mikrosatelliten-Analysen
sowie Multi-Locus Finger-Print Analysen nachgegangen.

Ebenso wurde mittels der Polymerasekettenreaktion eine erste abschitzende
Expressionsanalyse von dreien der fiir die Integrititswahrung des Zellzyklus

bedeutendsten Tumorsuppressorgenen sowie einem MSI-H assoziierten DNA-

13-



Einleitung

Reparaturgen in verschiedenen melanocytischen Lisionen sowie Kontrollgeweben

durchgefithrt.
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2. MATERIAL

2.1. Fische

2.1.1. Mikrosatellitenanalysen und MLFPs

Alle analysierten Fische wurden unter Standardbedingungen (Kallmann 1975) im
Aquarium des Biozentrums der Universitdt Wiirzburg gekreuzt und gehalten. Fir die
Untersuchungen auf genomische Instabilitéit wurden entweder Tumoren von Hybriden der
Gattung Xiphophorus (19 Tumoren) oder von Klonen der Art Poecilia formosa (4

Tumoren) verwendet.
Folgende Tumoren stammten von Hybriden der Gattung Xiphophorus:

(1) 10 Melanome einschlieBlich eines Rezidivs stammten von Hybriden aus
Riickkreuzungslinien (Backcross Hybrids, BC Hybrids), wobei nur Fische, die das
Produkt von bereits mehr als 20 Riickkreuzungen darstellien, verwendet wurden (>20
Riickkreuzungs-Generationen). Diese Fische tragen das X-Chromosom von X. variatus
(Herkunft Rio Panuco), welches den Makromelanophoren-Locus ,,Lineatus® (Mdl"-Xmrk)
enthilt, im genetischen Hintergrund von X. hellerii (Zuchtlinie hIll, Db-, Herkunft Rio
Lancetilla) und sind homozygot fiir die Mutation am Albino-Locus (a/a; Individuen des
Stammbaums #917).

Fische mit diesem Genotypen entwickeln frith aus amelanotischen
Makromelanophoren aufgebaute benigne Hyperplasien, die die Flanken liickenlos
tiberziehen. Zum Zeitpunkt der sexuellen Reife entwickelt sich damn an der
Schwanzwurzel ein iiberwiegend exophytisch wachsendes amelanotisches Melanom.
Tumoren dieser Art zeigen ein breites Spektrum beziiglich Wachstumsgeschwindigkeit
und terminaler GroBe. In dieser Studie wurden nur die groBten Tumoren mit hoher

Wachstumsrate analysiert.

(2) § Tumore stammten von Riickkreuzungs-Hybriden (>20 Riickkreuzungs-
Generationen), die das X-Chromosom von X. maculatus (Herkunft Rio Jamapa), welches
den Makromelanophoren-Locus ,,Spotted dorsal® (Mdl™-Xmrk) enthslt, im genetischen
Hintergrund von X. hellerii (Zuchtlinie hIll, Db-, Herkunft Rio Lancetilla) trigt. Diese
Fische sind heterozygot fiir die Mutation am Albino-Locus (a/+; Stammbaum #534).
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In Abhingigkeit vom Verbleib des Tumorsuppressor-Locus R im Genom dieser

Fische entwickeln sich einerseits benigne melanozytische Lisionen, so lange R noch
prisent ist, andererseits jedoch maligne, invasiv und exophytisch wachsende melanotische
Melanome, sobald R eliminiert worden ist. Nur die letztgenannten Tumoren wurden in
dieser Studie verwendet.
Des Weiteren wurden Tumoren von zwei Fischen des gleichen Genotyps, die jedoch
homozygot fiir die Mutation am Albino-Locus waren, untersucht (a/a; Stammbaum #563).
Diese Neoplasien treten zu einem fritheren Zeitpunkt in der Individualentwicklung auf als
vergleichbare Tumore des Wildtyps, zeigen jedoch ein langsameres, exophytisch betontes
Wachstumsmuster.

(3) Die DNA eines weiteren Tumors wurde von einem Riickkreuzungshybriden
(>20 Riickkreuzungs-Generationen) gewonnen, der das Y-Chromosom von X, maculatus
(Herkunft Rio Jamapa) mit dem mutierten Makromelanophoren-Locus ,,Striped® (MdF"
Mu_Xmrk) im genetischen Hintergrund von X. hellerii (Zuchtlinie hITI, Herkunft Rio
Lancetilla) tréigt. Dieser Fisch zeigt an den seitlichen Partien des Kérpers nur eine leichte
Hyperpigmentierung anstelle des sonst kriftiger entwickelten Musters.

Ungeféhr ein Prozent dieser Fische entwickelt spontan hochmaligne Melanome, die
wahrscheinlich auf somatische genetische oder epigenetische Veriinderungen
zuriickzufithren sind.

(4) Ein weiterer Tumor entstammte einem Hybriden, dessen X-Chromosom den
Locus ,,Dorsal red” enthielt, dem aber der Makromelanophoren-Locus fehlte. Dieser
Fisch gehorte der ersten Riickkreuzungsgeneration eines geziichteten Stamms aus der
Kreuzung X. macularus mit X, hellerii an (Stammbaum #1437). Dieses Melanom hatte
sich spontan an der Schwanzwurzel des Fisches gebildet und ein solides, langsames,
exophytisch ebenso wie invasiv betontes Wachstum gezeigt.

Bei dem Amazonen Molly Poecilia formosa (Stammbiume #922 und #1064)
handelt es sich um einen gynogenetischen Fisch, der zur Fortpflanzung das Sperma eines
artverwandten Fisches, z. B. des Black Mollies, benstigt. Durch paternale Introgression
konnen den Nachkommen Microchromosomen vererbt werden (Stammbaum #1064), die
einen bisher nicht nher charakterisierten Makromelanophoren-Locus enthalten (Lamatsch
et al. 2000 [57]). Ungefihr 5% der Mikrochromosom-tragenden Fische entwickeln
exophytisch-noduléir oder -papillomatss, nicht-invasiv wachsende Pigmentzelltumoren an
ihrer Schnauze (Schartl 1997 [58]).
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2.1.2. Reverse-Transkriptase-Analysen

Fir die Untersuchungen auf RNA-Ebene dienten als Referenzgewebe gepoolie
Normalgewebe (Leber, Niere, Milz, Hirn, Haut, Kiemen, Augen, Muskel, Hoden und
Herz) von tumorfreien Segreganten des Genotyps MdI-Xmrk. Diesen Fischen fehlten die

Mutationen am Albino-Locus (+/+; Stammbaum #407).

Gegenstand der Analysen stellten Unterschiede im Expressionsmuster
verschiedener Gene von gepoolten malignen sowie benignen melanozytischen Lésionen,
dem Lebergewebe der Fische mit malignen Melanomen sowie der PSM-Melanomzellinie
dar. Beide Melanomarten einschlieBlich der Lebergewebe entstammten Fischen des
Genotyps Mdl*-Xmrk a/+ (534).

2.2. Oligonukleotide

2.2.1, Fluoreszenz-markierte Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden zur exakten Gréfienbestimmung von Mikrosatelliten
DNA-Fragmenten mittels des ALFexpress DNA Analysis Systems von MWG BIOTECH,
Ebersberg, Deutschland bezogen (Tabelle 2.1). Zur Detektion waren alle Forward-Primer
(erstgenannt) 5° Cy5-markiert.
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Tabelle 2.1: Fluoreszenz-markierte Oligonukleotide

Name Sequenz 5’ - 3° Sequenz der Tw (°C) Produlki-
repetitiven grofe (bp)
Einheit

Kon D6 CTTTAATACCCAATCAGTGG (CA), 53°C  220-290 bp
CAACTGGAAGAGGAGTTGTC

Kon D8 CCAAGGATATTGCTGACTCC (CA), 48°C  240-280 bp
TTCACTGAGCTTAAAGGCAG

Kon D10 CAGGACTTAGAATTAACAGG (CA)3 52°C  300-600 bp
AGAACCAGTTGGACTGACAG

Kon D15 CATCCAGCCTGCTTAGTGAG (Chn 52°C  250-350 bp
TGTTCGTCATTAATTTGCAG

Kon D21 TCATCTGGAGCAGGCACATG (CA)s 57°C  270-350 bp
GCGTTTGGTTTCCTACTGAC

Kon D26 CTTCTCCAACCAAAGAACTG (G 54°C  300-350 bp
TTGCAGACTGCTTTGTTCTG

Kon D29 CAGAACGATGAAACAGAATC (G2 52°C  280-350 bp
TGACCATGTCTACAGAGTGG

Kon T30 CCCAGTTTTATTATTATCAT (TAA)i 44°C (200 bp
GGAAGAGATTTTATTATTAT

Kon T38 CGACGTGTAGAAACTGAGTA (ATT)s 48°C  130-200 bp
CTCTATTCCTGGTTTGACAT

Satlab ACAGCAGCTGTTCACGGC (CAWCGTACA),  58°C  80-220 bp
TCGGAGGAAAAACAGATGAC

Sat7ab TCGCAGCTGTCCAGTAA CACCACACG(CAY,  52°C  60-100 bp
GATCAGTATGTGCACCG

Sat2cd ACTTATTGCAGAACTTTAGCGCA 58°C 100 bp

CAGA(CA)CCA

CAAATTCAGGACAGGTGAGGAC

2.2.2. Oligonukleotide fiir die Reverse-Transkriptase-PCR

Folgende Oligonukleotide wurden zur Genexpressionanalyse bei MWG BIOTECH,
Ebersberg, Deutschland bestellt (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Oligonukleotide fiir die Reverse-Transkriptase-PCR

Name

Sequenz 5°- 3"

Produkt

T (°O)

Produkt-
grape (bp)

RB-F1
RB-RI1

p53-F1

pS3-R1

MSH2- F1
MSH2- R1

CDKN2-F1

CDKN2-R2

AGCTTCATCAAGGCTGA(AG)CC
TGGC(AC)GACATCATCAACTGG

GAAGCTGTTCTGCCAGCTGG

CTCCACTAGAGGCAGACTTG

GCGGGCAAGTATCTCACTGATG
GTGTGTGCGACCAGAGTTTTGG

AGCTGTGAGTAGTTTATCGGC

GCCACATAGTTATAGAGTCTCC

aus Sequenzvergleichen 60°C
zwischen rb.medaka.cDNA
(*AY008289) mit rb.rainbow
trout.cDNA (*AF102861)
aus Sequenzvergleichen 60°C
zwischen

X.maculatus.p53. mRNA
(*AF043947) mit

X helleriip53.mRNA
(*AF043946)
Otigonukleotide aus Exon 1 62°C
von MSH2, X. maculatus;

aus Blastx von MSH2

verschiedener Organismen:

Danio rerio (*AF412833);

Xenopus (¥$53609); Homo

sapiens (*XM_034901,

*XM_034898); Rattus

norvegicus (*NM_031058);

Mus musculus (¥NM_008628)

Oligonukleotide aus Exon 1
und 2 von CDKN2X, X
maculatus (*U69273)

58°C

529

561

328

512

* Zugangsnummer der Genbank (Gene Bank Accession Number)

2.3. Enzyme und Enzymkits

DNase

Restriktionsendonukleasen

Perfect Match®

Proteinase K

Taq DNA Polymerase

GibcoBRL Life Technologies™ Karlsruhe

New England Biolabs, Schwalbach

PCR Enhancer, Stratagene, Deutschland

Eurogentec, Belgien

Priparation von M. Gessler, Biozentrum,

Universitét Wiirzburg
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2.4. Zellinien
PSM (Platy-Swordtail-Melanoma)

2.5. Gele und Filterpapier
8% (w/v) Polyacrylamid

Whatman-Filterpapier

2.6. Gerite

Gewebehomogenisator fiir die RNA-
Isolation

PCR-Maschinen

Geltrockner (MLEP)
Zentrifugen

UV Spektralphotometer
UV Transilluminator

Sequenzierer

2.7. Chemikalien und Sonstiges

dNTPs

life
ALFexpress Loading dye
ALFexpress Sizer
1 Kb DNA Ladder
Phenol

abgeleitet von einem amelanotischen Melanom

eines Xiphophorus F1-Hybriden
(maculatus/helleri) nach Y. Wakamatsu
(Wakamatsu 1981 [60])

ReproGel High Resolution, Amersham
Biosciences, Freiburg

Schleicher & Schuell, Dassel

Ulira-Turrex T3, KIKA, Staufen

PCR Express, Hybaid, Heidelberg
T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen

Model 583 Gel Dryer, Bio-RAD, Miinchen

Biofuge 15, Heraeus, Sepatech
LabofugeGL, Heraeus Christ
Sorvall® RC-5B (Rotor: SS34)

GeneQuant IT, Pharmacia LKB, Freiburg
HerolabUVT 2020 (254 nm)

Al Fexpress/ ALF DNA Analysis System;
Amersham Biosciences, Freiburg

100mM dNTP Set, PCR Grade, Invitrogen™

technologies, Karlsruhe)

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
GibcoBRL Life Technologies™, Karlsruhe
Roti®-Phenol, Carl Roth®, Karlsruhe
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SST-Réhrchen BD Vacutainer Systems, Preanalytical
Solutions, Belliver Industrial Estate,
Plymouth, UK

SUPERSCRIPT™]] RNase H™ Invitrogen™ life technologies, Karlsruhe

Reverse Transcriptase

Trizol®Reagenz GibcoBRL Life Technologies™, Karlsruhe

HAM'S F12-Medium GIBCO BRL, Eggenstein, Deutschland

2.8. Software

Easy plus Rev 3.16 Herolab, Wiesloch

ALX2ALF-Programm, Amersham Biosciences, Freiburg
FM Programm (Fragment Manager)



Methoden

3. METHODEN

3.1. Isolierung hochmolekularer DNA (Methode nach Blin & Stafford, 1976)

Nachdem die Fische auf Eis getdtet worden waren, folgte die Entnahme der tumorfreien
Gewebe (Gehirn, Kiemen, Augen, Leber, Herz, Milz) sowie die sorgfiltige Exzision des
Melanoms. Die Proben wurden nach der Methode von Blin & Stafford (Blin et al. 1976
[61]) entweder frisch oder nach Lagerung bei -80°C in Iml Extraktionspuffer
aufgenommen und mittels Glashomogenisator vorsichtig zerkleinert. Anschliefend
wurden die tumorfreien Kontrollgewebe fiir 3h bei 80°C in einem Wasserbad inkubiert,

die Tumorproben wurden direkt der Phenolisierung unterzogen.

Tumorproben:

Nach Zuogabe von 0.5 Volumen Phenol wurden die Proben fiir 10 min auf einem
Taumelschiittler geschwenkt und zur Phasentrennung fiir weitere 10 min bei 2000
Umdrehungen pro Minute (rpm, rounds per minute) zentrifugiert (Biofuge 15, Heraeus).
Der klare Uberstand wurde in SST-Réhrchen umgefiillt, auf Eis gekiihlt und mit 1
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Zur ErhShung der Ausbeute wurde
die Extraktion wahlweise wiederholt.

Zur Phasentrennung wurden die SST-Réhrchen 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert
(Labofuge GL, Heraeus Christ); der Uberstand in gekiihite Corex-Réhrchen umgefiillt und
mit 2.5 Volumen kaltem Ethanol (EtOH) 100% gefillt. Nach 10-20miniitiger Inkubation
auf Eis wurde die hochmolekulare DNA auf Glasstibchen gewickelt, kurz in kaltes EtOH
70% getaucht und bei 4°C in Tris-EDTA Puffer (TE), pH 8.0, gelost.

Gewebeproben:

Nach der 3stiindigen Inkubation im Wasserbad wurden die Proben ebenfalls in SST-
Rohrchen umgefiillt, mit 0.5 Volumen Phenol versetzt und 10 min geschwenkt. Nach
Hinzufiigen von 0.5 Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) zu jeder Probe wurden
diese wieder fiir 10 min geschwenkt und fiir weitere 10 min bei 2800 rpm zentrifugiert
(Labofuge GL; Heraeus Christ). Dieser Vorgang wurde mit 1 Volumen
Chloroform/Iscamylalkohol wiederholt, der Uberstand in gekiihite Corex-Rhrchen
gegeben und die weitere Extraktion der DNA wie bei den Tumorproben beschrieben
durchgefiihrt.
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Extraktionspuffer: TE:

100 mM  Ethylendiamintetraessigsiure 10 mM Tris-ClpH 8.0
(EDTA) pH 8.0

200 mM NaCl 1 mM EDTA pH 8.0

02 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
200ug/ml Proteinase K (frisch zusetzen)

3.2. Isolierung von Gesamt-RNA und Umschreiben in cDNA

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNase wurden ausschlieBlich autoklavierte,
separat gelagerte Pipettenspitzen und Eppendorff-Caps sowie mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC)-Wasser (1:1000) angesetizte Losungen verwendet, Glaswaren wurden 4h bei
180°C gebacken.

Die RNA-Priparation wurde mit TRIzol®Reagenz (GibcoBRL) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt.

3.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Alle Gewebeproben wurden bei -80°C gelagert. Je nach bendtigtem Probenvolumen
wurden bis zu 300 mg Gewebe einer Probe entweder in 1mi TRIzol (bis zu 100 mg
Gewebe) oder in 2ml TRIzol (100 mg bis 300 mg Gewebe) homogenisiert.

Die Homogenisierung erfolgte fiir jede Probe in drei aufeinanderfolgenden, jeweils
einminiitigen Durchgéingen mit zwei einminiitigen Pausen. Zur Vermeidung von
Kontaminationen wurde die Klinge vor jedem Probenwechsel zweimal mit DEPC-Wasser
und anschlieBend kurz mit RNase-freiem EtOH abgespiilt.

Zur Reinigung der homogenisierten Proben von hochmolekularer DNA, Proteinen etc.
wurden diese 10 min bei 10 000 rpm und 4°C (Labofuge®™, Heraeus Christ; Kithlraum)
zentrifugiert. Die klaren Ubersténde wurden in frische Eppendorff:Caps iiberfiihrt, pro
1ml initialem TRIzol-Reagenz mit 200pl Chloroform versetzt und kurz mit der Hand
geschiittelt. Nach einer 2-3miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde erneut
fiir 15 min bei 10 000 rpm und 4°C zentrifugiert und der farblose, die RNA enthaltende
Uberstand anschlieBend in frische 1.5ml-Eppendorff-Caps tiberfiihrt.
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Nach Zugabe von 500u! Isopropanol pro 1ml initialem TRIzol-Reagenz und leichtem

Schiitteln der Proben per Hand prézipitierte die RNA, zur Pelletierung wurden die Proben
10 min bei 10 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden
die Pellets mit 1mi FtOH 75% pro 1ml initialem TRIzol-Reagenz gewaschen und fiir 10
min bei 10 000 rpm und 4°C abzentrifugiert, danach wurde der Uberstand erneut
verworfen und die Pellets in einem vorgeheizten Thermoblock bei 56°C fiir 30-60sec kurz
angetrocknet (die RNA darf keinesfalls zu trocken werden). Jedes Pellet wurde
anschliefend in 175p! DEPC- oder sterilem Injektionswasser fiir 10 min bei 55-60°C
gelost.

DNase-Verdau:

Die in einem Volumen von 175ul geldsten RNAs wurden mit 20pul 10x DNase-Puffer
sowie 3-4ul des Enzyms DNase (ca. 35 Units, Enzymeinheinten, U) versetzt. Nachdem
die Proben kurz per Hand geschiittelt und abzentrifugiert worden waren, erfolgte eine
30miniitige Inkubation bei 37°C in einem vorgeheizten Thermoblock.

Nach Zugabe von Phenol (einfaches Volumen = 200pl) wurden die Proben gut gemischt
und 5 min bei 13 000 rpm und RT zentrifugiert. Die obere wifirige Phase wurde vorsichtig
in ein frisches Eppendorff-Cap iiberfiihrt und mit dem einfachen Volumen Chloroform
(200p1) versetzt; nach Durchmischung und Zentrifugation (5 min, 13 000 rpm, RT) wurde
der Uberstand erneut abgezogen, in ein frisches Eppendorff-Cap tiberfiithrt und die RNA
mit 0.1 Volumen 4M (Molaritéit in mol/l) Lithiumchlorid (LiCl) und dem 2.5-fachen
Volumen EtOH 100% bei -80°C fiir mindestens 30 min, besser O/N (over night; iiber
Nacht) gefllt.

Nach Zentrifugation (30 min, 13 000 rpm, 4°C) wurde die pelletierte RNA mit 200ul
EtOH 70% gewaschen und 10 min bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde die RNA kurz angetrocknet (vgl oben), danach in einem
geeigneten Volumen DEPC- oder sterilem Injektionswasser gelost.

Als letzter Schritt erfolgte die spektralphotometrische Vermessung der RNA bei 320 nm.

10x DNase- Puyffer:

500 mM TrispH7.5
100 mM MgCh
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3.2.2. Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

Die RNA-Priparation aus Zellen glich im Wesentlichen der oben dargestellten Isolation
von RNA aus Geweben.

8 x 10° Zellen (pelletiert) wurden in 1ml TRIzol aufgenommen und durch vorsichtiges
Aufund Abpipettieren lysiert. Mit den homogenisierten Gemischen wurde wie oben
beschrieben verfahren. Die Proben wurden durch Zentrifugation (10 min, 10 000 rpm,
4°C) von Resten hochmolekularer DNA, Proteinen etc. gereinigt, die die RNA
enthaltenden Uberstinde der Phasentrennung mit Chloroform zugefithrt und dem

Protokoll entsprechend prozessiert.

3.2.3. Reverse Transkription

Zur Herstellung von ¢cDNA (complementary = komplementire DNA) wurde der Kit
»SUPERSCRIPT™I] RNase H Reverse Transcriptase® (Invitrogen™) verwendet. 2pug
Gesamt-RNA wurden mit 10 pmol Hexanukleotiden zufilliger Sequenz sowie 1ul eines
10mM dNTP (Nukleotidtriphosphat)-Mixes versetzt und mit RNase-freiem, sterilen
Wasser auf ein Volumen von 13l aufgefiillt. Nach Sminiitigem Erhitzen auf 65°C, kurzer
Abkiihlung auf Eis und Abzentrifugation wurden dem Ansatz 4ul 5x First-Strand Buffer
und 2pl 0.1M 1,4-Dithiothreitol (DTT) hinzugefiigt. Nach zweiminiitiger Inkubation bei
42°C wurde das Reaktionsgemisch mit 1pl des Enzyms SUPERSCRIPT™II versetzt,
durch vorsichtiges Auf-und Abpipettieren sorgfiltig gemischt und flir 50 min bei 42°C
inkubiert. Die Reaktion wurde anschliefend durch eine 15mintitige Inkubation bei 70°C
gestoppt und die fertige cDNA bei -20°C gelagert.

3.3. Amplifizierung von DNA mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Saiki et al. 1988 [62])

Mittels spezieller DNA-Polymerasen, die Tag-Polymerasen des thermophilen Bakteriums
Thermus aquaticus, ist es moglich, ein von Startsequenzen flankiertes DNA-Fragment in

einem automatisierten Verfahren selektiv zu vervielfiltigen.

3.3.1. Amplifizierung genomischer DNA

Fiir die Amplifikation eines genomischen DNA-Fragments in einem Ansatzvolumen von

50u!l wurden 100ng DNA als Matrize eingesetzt. Spezifische Primer in einer
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Konzeniration von 50mM, auf 1.25mM konzentrierte ANTPs und eine Einheit der Tag-

Polymerase wurden hinzugefligt. Weiterhin wurden zur Verbesserung des Ergebnisses
2.5ul Dimethylsulfoxid (DMSO) oder 0.3ul des PCR Enhancers Perfect Match®
hinzugefiigt. Die Reaktion fand in 1x PCR-Puffer statt.

Zuerst wurde die DNA 3min bei 94°C denaturiert. Es folgten 35 Wiederholungszyklen a 3
Schritte: /. Die Denaturierung der DNA bendtigte 45sec bei 94°C. 2. Die Anlagerung der
Primer an die komplementéiren DNA-Sequenzen (4nnealing) erfolgte fiir 30sec bei einem
primerspezifischen Temperaturoptimum, jeweils 2°C unterhalb ihrer
Schmelztemperaturen. 3. Die DNA-Synthese erfolgte bei 72°C, die Dauer dieses Schritts
wurde in Abhiingigkeit von der Grofie des zu erwartenden Produkts festgelegt (pro 1000
Nukleotide 1min).

Abschliefiend erfolgte ein finaler Elongationsschritt fiir Smin bei 72°C.

10x PCR-Puffer:

100 mM Tris-ClpH 8.8
500 mM KClI

15 mM MgChL

1 %  Triton X- 100

3.3.2. Amplifzierung von cDNA

Das Prinzip einer RT-PCR ist das gleiche wie das der PCR (s. 3.3.1.), der einzige
Unterschied besteht in der Menge der bendtigten cDNA bzw. urspriinglichen RNA: Fiir

einen Gesamtansatz von 20ul wurden ca. 200ng der urspriinglichen RNA verwendet.

3.3.3. Amplifizierung von DNA mittels Fluoreszenz-markierter Primer

Amplifizierungen von DNA-Fragmenten mit Fluoreszenz-markierten Primern folgten dem
unter 3.3.1. beschriebenen Prinzip einer PCR. 5° Cy5-markierte Primer wurden zu einer
weitaus exakteren Grofenbestimmung von DNA-Fragmenten als mit einer normalen PCR
moglich herangezogen (vgl. 3.5.). Der lichtempfindliche Farbstoff sowie alle Produkte, die
ihn enthielten, wurden in Aluminiumfolie verpackt gelagert.
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3.4. DNA-Gelelektrophorese und -Konzentrationsbestimmung

3.4.1. Agarose-Gelelektrophorese

In der vorliegenden Arbeit wurden Agarosegele mit Konzentrationen zwischen 0.8% und
1.5% verwendet. Die bendtigte Agarose-Menge wurde in 1x TBE (Tris-Borat-EDTA)-
Puffer aufgenommen und im Mikrowellengerédt geschmolzen. Nach Abkiihlung unter
60°C wurde die fliissige Agarose in entsprechende Gelkammereinsiitze gefiillt. Nach
Erhértung wurde das Gel in eine mit 1x TBE gefiillte Gelkammer eingesetzt, die Proben
mit 0.1 Volumen eines 10x Probenpuffers versetzt und in die Geltaschen geladen. Zur
Abschétzung der Fragmentgrofien wurde ein Lingenstandard aufgetragen, der Fragmente

bekannter Grofe enthielt.

Genomische DNA wurde bei ca. 3 V/em aufgetrennt, durch Restriktionsendonukleasen
aufgespaltene DNA bei bis zu 5 V/em. Anschlieiend wurde das Gel fiir 20-40min in einer

Ethidiumbromid-Losung gefirbt und auf dem UV-Transilluminator bei 254 nm

photographiert.

10x TBE-Puffer: 10x Probenpuffer:

900 mM Tris 50% Glycerin

900 mM Borsiure 100 mM EDTA, pH 8.0
10mM EDTA, pH 8.0 1% SDS

0.25%  Bromphenolblau

0.25%  Xylencyanol

3.4.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um eine hohere Auflésung von Nukleotidfragmenten zu erzielen als mit Agarosegelen
moglich, wurden verschiedenprozentige vertikale PAA-Gelsysteme verwendet. Von
besonderem Nutzen waren biphasische Polyacrylamidgele, deren obere Phase
(Sammelgel) eine Konzentrierung der DNA-Fragmente bewirkte, bevor sie dann in der

unteren Phase (Trenngel) akurat aufgetrennt wurden.

-27-



Methoden

Stammidsungen:
A INHCL 48 ml B INHCL 48 ml
Tris 36.6 g Tris 598 g
TEMED 0.46 ml TEMED 0.46 ml
H,O auf 100 ml auffiillen HO auf 100 ml auffiillen
C Acrylamid 30 ¢ D Acrylamid 10 ¢
Bisacrylamid 0.8 g Bisacrylamid 2.5 g
H,O auf 100m! auffiillen H,O auf 100ml auffiillen

Die Losungen A und C wurden fiir die Herstellung des Trenngels, B und D fiir die des
Sammelgels bendtigt. Fiir ein 12%-iges Gel wurden 5ml der Losung A, 12.5ml der
Losung C und 400pl APS (Ammoniumperoxodisulfat) 10%zusammenpipettiert und mit
22ml Millipore-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 40ml aufgefiillt. Durch die Zugabe
des APS wurde die Polymerisationsreaktion gestartet, der Gelansatz nach Durchmischung
deshalb ziigig und luftblasenfrei in die vorbereitete Gelkammer umgefiillt und mit einer
diinnen Schicht Millipore-Wasser iiberschichtet.

Nach Auspolymerisation wurde die diinne Wasserschicht abgegossen und die zu %
gefiillte Gelkammer mit dem Sammelgel aufgefiillt. Fiir diese Phase wurden 1.25ml der
Losung B, 3.2ml der Lésung D, 60ul APS 10% und 11.3pl TEMED (N,N,N,N,-
Tetramethylethylendiamin) zusammenpipettiert und mit 5.6ml Millipore-Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 10ml aufgefiillt. TEMED wurde als letztes hinzugefligt.

Zur Veréinderung der Prozentigkeit des Trenngels wurde der Anteil an Polyacrylamid
(Lésung C) proportional zur Prozentigkeit variiert und mittels des Wasservolumens an das
Gesamtvolumen adjustiert.

Nach der vollstéindigen Erhiirtung wurde das Gel in eine mit 0.25x Davis-Puffer gefiillte
Gelkammer eingesetzt, die Proben mit 0.1 Volumen eines 10x Probenpuffers (s. 3.4.1)
versetzt und in die Geltaschen geladen. Zur Abschitzung der FragmentgréBen wurde ein
Lingenstandard aufgetragen, der Fragmente bekannter Grife enthielt.

Die Auftrennung erfolgte in Abhéngigkeit von der Prozentigkeit des Gels bei ungefihr 10
V/em. Das Férben und Photographieren der Gele erfolgte wie unter 3.4.1. beschrieben.
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10x Davis-Puffer:

Tris 2725 ¢
Glycin  129.7 g
mit Millipore-Wasser auf 0.91 auffiillen

3.4.3. Vergleichende DNA-Konzentrationsbestimmung

Genomische DNA unbekannter Konzentration wurde neben einer mit Sa/I-geschnittenen
A-Phagen-DNA bekannter Konzentration als Marker auf ein 0.8%-iges Agarosegel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte wie unter 3.4.1. beschrieben. Die
Konzentrationsbestimmung der DNA in Relation zum Standard wurde unter Verwendung

der Sofiware Easy plus Rev 3.16 von Herolab vorgenommen.

3.5. Exakte Grofienbestimmung vorn DNA-Fragmenten mittels des ALFexpress
DNA Analysis Systems

Das ALFexpress/ALF DNA Analysis System bietet die Moglichkeit einer exakten
Lingenbestimmung von  DNA-Fragmenten  mittels Laserdetektion von
Fluoreszenzfarbstoffen (vgl. 3.3.3.).

Jeweils 0.4-0.8ul der mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden mit 3pl eines
Ladepuffers sowie mit 3ul eines individuellen, 2pmolaren Lingenstandards als interne
Referenz versetzt. Als externer GréBenstandard dienten 3l des ALFexpress Sizers 50-500
nach Zugabe von 1pl TE und 3pl des Ladepuffers. Nach einer 2.5miniitigen Inkubation
bei 90°C wurden die Proben in 0.5x TBE in ein hochauflsendes, 8%-iges (w/v)
Polyacrylamidgel geladen.

Die vom System als .alx files erstellten Rohdaten wurden mittels des ALX2ALF-
Programms in .alf files konvertiert und via des FM Programms ausgewertet.

In dieser Arbeit wurden routinem#fig 38 Proben und zwei externe Standards pro
Elektrophorese analysiert, ein Gel wurde ohne Qualitétsverluste bis zu dreimal

nacheinander am selben Tag benutzt.
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3.6. Multilocus DNA-Fingerprint-Analysen

3.6.1. Enzymatischer Verdau genomischer DNA

4pg genomische DNA wurden mit 40U des Restriktionsenzyms Hinfl geschnitten (37°C,
16h) und durch Zugabe von 0.1 Volumen 3M NaAc (Natriumacetat), pH 5.5 sowie 2.5
Volumen eiskaliem EtOH 100% gefillt. Nach einer Inkubation O/N bei -20°C erfolgte
eine 2stiindige Zentrifugation (13 000 rpm, 4°C). Nach dem Verwerfen der Ubersténde
wurden die Proben mit 500l eiskaltem EtOH 70% versetzt und erneut 30 min bei 13 000
rpm und 4°C zentrifugiert. Das Losen der Pellets erfolgte nach restfreiem Abziehen des
EtOHs in je 18ul TE bei 4°C.

3.6.2. Gelelektrophorese

Nach Zugabe von 2pl Probenpuffer (s. 3.4.1.) wurden die Proben auf einem 0.8%-igen
Agarosegel in 1x TBE bei 1.5 V/em fiir 45h bei RT aufgetrennt. Als GroBenstandard
wurde BstEll- bzw. EcoRI/Hindlll-geschnittene A-Phagen-DNA aufgetragen. Nach
Beendigung der Elekirophorese wurde das Gel auf Whatman-Filterpapier fiir ca. 4h bei
70°C unter Vakuum auf einem Geltrockner getrocknet.

Auf diese Weise in einen versandfertigen Zustand versetzt, wurden die folgenden
Arbeitsschritte routinem#Big im Labor von Prof. J. T. Epplen am Institut fiir Molekulare
Humangenetik in Bochum durchgefiihrt.

3.6.3. Denaturierung/Neutralisierung des Gels

Das getrocknete Gel wurde in destilliertem Wasser rehydriert, bis sich das Whatman-
Papier leicht ablgsen liefl. AnschlieBend wurde das Gel unter leichtem Schwenken fiir 30
min bei RT denaturiert, gefolgt von einer Neutralisation unter denselben Bedingungen.
Nach 10miniitigem Waschen in 6x SSC (Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer), pH 7.0,
wurden die Gele gerollt und bis zur Hybridisierung in mit 6x SSC-gefiillten Gefiien
aufbewahrt.

Denaturierungslosung: Neutralisationslosung: 20x SSC:
0.5 M NaOH 0.5 M Tris,pH 8.0 3 M NaCl
0.15 M NaCl 0.1 M NaCl 03 M Na-Citrat, pH 7.0
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3.6.4. Direkte In-Gel-Hybridisierung

Die direkte Gelhybridisierung eignete sich ebenso wie der Southern Blot zur Darstellung
von Banden spezifischer Sequenzen, besall aber gegeniiber des Blots mehrere Vorteile:

1. effizientere Hybridisierung

2. kein DNA- und Zeitverlust durch Membrantransfer-Prozesse

3. Vermeidung von Membranartefakten und

4. die Vorhybridisierung entfiel.

Die Zielbanden wurden mittels komplementérer, radioaktiv markierter ,,single repeat®-
Oligonukleotide unter den elektrophoretisch aufgetrennten Restriktionsfragmenten
sichtbar gemacht. Hierbei entstand ein individuelles Bandenmuster, der sogenannte

.genetische Fingerabdruck®.

3.6.4.1. Radioaktive Markierung der Proben

Die radioaktive Markierung der Hybridisierungssonden erfolgte in 1x Kinasepuffer in
einem Gesamtansatz von 10pl unter Verwendung von 10pmol des gewiinschten
Oligonukleotids, 5pl (y-**P)ATP (5000 Curie/mM) und 1.5U T4 Polynukleotidkinase
(Boehringer Mannheim) fiir 15 min bei 37°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1ul
0.5M EDTA, pH 8.0 beendet. Nach Auffiillen auf ein Gesamtvolumen von 100pl mittels
TE-Puffer wurden die radioaktiven Sonden bis zur Aufreinigung bei -20°C gelagert.

Die Trennung markierter Oligonukleotide von nicht-inkorporiertem (y-""P)ATP erfolgte
mittels Ionenaustausch-Chromatographie {iber eine Sephadex G-50 Spin Séule.

10x Kinasepuffer:

670 mM Tris/HCI, pH 8.0
100 mM MgCl

100 mM Dithiothreitol (DTT)

3.6.4.2. Hybridisierung der Gele
Die Hybridisierungstemperatur sowie die Temperatur der folgenden Waschschritte wurde
nach der Basenzusammensetzung der Oligonukleotide errechnet, welche den

Schmelzpunkt festlegten: Tr, = 4°C x (G+C) + 2°C x (A+T) (Thein et al. 1986 [63]).
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Die optimale Hybridisierungstemperatur lag ca. 5°C unterhalb der Schmelztemperatur, so

daB die aufgelisteten Oligonukleotide bei folgenden Temperaturen hybridisiert wurden:

(GATA)s:  Tuy: 35°C
(GGAT)s:  Tuys: 43°C
(GT)s:  Tuys: 48°C

Die Hybridisierung erfolgte fiir 3-4h in 10ml Hybridisierungslosung (0.025 ml/em® Gel),
der 1x 10° cpm/ml (cpm = counts per minute, Zahlimpulse pro Minute) des raktioaktiv
markierten Oligonukleotids zugegeben wurden. AnschlieBend wurde das Gel zweimal fiir
30 min bei RT in 500ml 6x SSC gewaschen, gefolgt von einem weiteren 1-1.5miniitigem
Waschgang in der gleichen, jedoch auf Tryp, vorgewédrmten Losung. Danach wurde das Gel
sofort filr mindestens 3h bei RT in der gleichen Losung ein letztes Mal gewaschen.

Nach lufiblasenfreiem Umwickeln des Gels mit Frischhaltefolie wurde es bis zu 72h
exponiert. Die Rontgenfilme (Kodak X-AR) wurden in einer Entwicklungsmaschine

Compact 35 der Firma Protec entwickelt.

Hybridisierungslosung: 100x Denhardt’s Losung: 20x SSPE:
6 X SSPE 2 g Polyvinylpyrrolidone 3 M NaCl
5 X Denhardt’s 2 g BSA 0.2 M NaH,PO; x H,O
Lésung .
2 g Ficoll 0.02 M NaxEDTA x 2H,0
0.1 % SDS
1x10° cpm/ml radioaktive
Oligonukleo-
tide

3.6.4.3. Entfernung der Radioaktivitit zur Rehybridisierung

Die Agarosegele konnten 2-3 Mal rehybridisiert werden. Dazu wurde das radiographierte
Gel fiir ca. 30 min in 5mM EDTA, pH 8.0, bei 65°C gewaschen und die erfolgreiche
Entfernung der radioaktiven Sonden mittels eines Phosphoimagers liberpriifi. Nach
15miniitiger Aquilibration in 6x SSC bei RT konnte die nichste Hybridisierung erfolgen
oder das Gel getrocknet und bei RT gelagert werden.
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3.7. Zellkultur

Nachfolgende Schritte wurden, soweit nicht anders angegeben, unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt.

3.7.1. Zellansaat

Langerfristige Lagerung von Zellen erfolgte in Kryorshrchen in fliissigem Stickstoff.

5% 10° Zellen wurden ziigig bei 37°C in einem Wasserbad aufgetaut und in 5 ml HAM'S
F12-Medium aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschritt (5 min, 1100 rpm, RT;
Biofuge 15, Heraeus, Sepatech) wurden die Zellen vorsichtig in 10 ml Medium

aufsuspendiert und auf 10 ml-Petrischalen ausgesit.

F12 Medium:
vor Gebrauch verseizen mit:

10 % FCS (Fotales Kilberserum)
2 mM  L-Glutamin

100 U/ml  Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

3.7.2. Kultivierung von Zellen

PSM-Zellen wurden bei 28°C und 5% CO, in Kultur gehalten, Die adhéirent wachsenden
Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz auf den Kulturschalen umgesetzt. Dazu wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen mit einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS)
gewaschen und durch die erneute Aufnahme in frisches Medium vorsichtig abgeldst. Nach
vollstindiger Resuspendierung wurden die Zellen im Verhiltnis 1:2 oder 1:3 auf frische

Kulturschalen ausgesiit.

Alle 2-3 Tage erfolgte unabhéngig von der Zelldichte ein Mediumwechsel.
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PBS:

140 mM NaCl

10 mM NaHPO4

1.8 mM KH,PO4

2.7 mM KCl pH auf 7.4 einstellen

3.7.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt, in der zweimal vier, in
16 Felder unterteilte Quadrate der Grundfliche 1mm’ eingraviert waren. Durch ein
aufgelegtes Deckglas ergab sich ein Volumen von 0.1mm x 1mm® = 0.1mm’. Nach Gabe
eines Tropfens der zu z#hlenden Zellsuspension in die Zghlkammer konnte die Zellzahl

anhand der 16 quadratischen Felder und mit Hilfe folgender Formel errechnet werden:

Anzahl der Zellen in den 16 Feldern x 10

3.7.4. Ernte der Zellen (unsteril)

Nach dreimaligemm Waschen der Zellen in PBS wurden diese mittels eines weichen
Hartgummischabers abgeldst und nach Zugabe eines geringen Volumens PBS (die Zellen
sollten eben bedeckt sein) zentrifugiert (5 min, 1300 rpm, RT). Nach Verwerfen des
Uberstandes wurden sie erneut in PBS aufgenommen, das Volumen /3 zu !/; getrennt,
sorgfiltig abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellpellets bei -80°C (RNA-
Extraktion) weggefroren.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Analyse der genomischen Imstabilitéit in hereditiren Melanomen von

Xiphophorus

4.1.1. Mikrosatelliteninstabilitéit

23 Tumoren unterschiedlicher Malignitdt wurden im Vergleich zum tumorfreien
Normalgewebe desselben Fisches an 12 Genloci unbekannter chromosomaler Lokalisation

auf Mikrosatelliteninstabilitit untersucht.

Jedes Melanom wurde mit seinem entsprechenden Kontrollgewebe an 12 verschiedenen
Genorten auf Instabilitdten untersucht; in Abhéngigkeit von der Art der Lision und

Zustand des verwendeten Materials waren jedoch nicht alle Loci informativ (Tabelle 4.1).

Bei dieser Analyse konnte insgesamt eine Zahl von 263 informativen Loci erzielt werden,
von denen sich nur 20 (= 7.6%) als instabil erwiesen. Mittels des ALFexpress DNA
Analysis Systems erfolgte eine exakte Lingenbestimmung in Basenpaaren der zu
analysierenden DNA-Fragmente; dies war eine technisch verfeinerte Methode zur
Darstellung von Polymorphismen als die vorher durchgefiilhrten Auflosungen auf

hochprozentigen Polyacrylamid-Gelen.
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Tabelle 4.1; MIN-Frequenz aller untersuchten Tumoren mit Angabe der alterierten Mikrosatelliten

Maligni- Anzahl der betroffenen
Genotyp Genloci / Gesamtzahl Alterierte Mikrosatelliten-Loci
tiit analysierter Loci
Mdi%— Xmrk a/+ (ped. 534) ++ 1/12 (8.3 %) Kon D29
Md1% - Xmrk a/+ (ped. 534) ++ 3/12 (25.0 %) Kon D8, Kon T30, Sat 2
Mdi® — Xmrk a/+ (ped. 534) -+ 2/12 (16.7 %) Kon D15, Kon T30
MdI™ - Xmrk a/+ (ped. 534) e S —
Md1¥ ~ Xmrk a/+ (ped. 534) ++ . -
MdI® - Xmrk o/a (ped. 563) + 1710 (10 %) Kon D10
Mdi* - Xmrk a/a (ped. 563) + B _
MdiM — Xmrk a/a (ped. 917) + 1/12 (8.3 %) Sat 2
MdIM -~ Xmrk 2/a (ped. 917) H 3/12 (25.0 %) Kon D8, Kon T30, Sat 1
MdlM — Xmrk o/a (ped. 917) R — —
relapse - 2/8 (25.0 %) Kon D6, Kon D10
MdIH — Xmrk o/a (ped. 917) H B S
MdM - Xmrk a/a (ped. 917) A — _
Md1“~ Xmrk o/a (ped. 917) - . S
MdI* - Xmrk a/a (ped. 917) s - —
MdlM ~ Xmrk a/a (ped. 917) EEas _ I
MdiY — Xmrk a/a (ped. 917) s B -
Dorsal red (ped. 1437) ++ 4/10 (40.0 %) Kon D15, Kon D26, Kon T30, Sat 1
MdIS*-Mut — Xmrk (ped. 1345) -+ 2/8 (25.0 %) Kon D10, Sat 2
Poccilia formosa BA (ped. 922) + 1/12 (83 %) Sat 2
Poecilia formosa BA (ped. 922) + —_— —
Poecilia formosa BA (ped. 922) + I S
Poecilia formosa BA (ped. 1064) + R .
MSS-Tumoren sind durch ___ gekennzeichnet.
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4.1.1.1. Analyse der Privalenz der genomischen Instabilitét pro Genlocus

Von 12 analysierten Genloci erwiesen sich neun als instabil (vgl. Tabelle 4.2). Die

Pravalenz der MIN+ variierte zwischen 4%
Tabelle 4.2: Privalenz der genomischen (Kon D6, Kon D26, Kon D29) und 18% (Kon
Instabilitdt, aufgelistet nach  den T30, Sat 2cd); dies bedeutete, daB das

einzelnen untersuchten Genloci Verhiltnis instabiler zu stabiler Tumoren pro

analysiertem Genlocus zwischen 1 instabilen

Genlocus MIN+ -

aus 23 untersuchten Tumoren bis zu 4

Priivalenz

instabilen aus insgesamt 22 untersuchten
Kon D21 0/23 (0%) Tumoren reichte.
Kon T38 0/23 (0%) Des Weiteren zeigten zwei der Genloci eine
Sat 7ab 0/19 (0 %) MIN+-Privalenz von 9% (Kon D8, Kon

. . o .

Kon D6 123 (43 %) D15), ein Locus zeigte 10% (Sat lab) und ein

weiterer  13%  (Kon  DI10).  Drei

Q,

Kon D26 1721 (4.8 %) Mikrosatelliten-Loci (Kon D21, Kon T38, Sat
Kon D29 1/23 (4.3 %) 7ab) zeigten sich iber alle untersuchten
Kon D8 2/22 (9.1 %) Melanome hinweg Mikrosatelliten-stabil

(MSS; microsatellite stable).
Kon D15 2/22 (9.1 %)
Sat 1ab 2/19 (10.5 %)

Die Analyse der einzelnen Genloci erbrachte
Kon D10 3/23 (13.0 %) . L .

in Hinblick auf das zu Grunde liegende
Kon T30 4122 (18.2 %) Melanommodell den wichtigen Hinweis, dafl
Sat 2¢d 4/22 (18.2 %) eine Mikrosatelliten-Instabilitit nicht als

generelle  Manifestation  einer  hohen

Mutationsrate, sondern, wenn {iberhaupt, fokal begrenzt vorliegt.

4.1.1.2. Analyse der Frequenz der genomischen Instabilitit pro Melanom

Es stellte sich heraus, daf 10 von 23 (43.5%) untersuchten melanocytischen Lisionen in

unterschiedlichem AusmaB Mikrosatelliten-Instabilitéten aufwiesen (vgl. Tabelle 4.3).
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Im Uberblick variierte die Frequenz der MIN in den einzelnen Tumoren zwischen 8.3%

und 40.0%.

Drei der oben erwihnten 10 MIN-+-Tumoren waren jeweils an 1 von 12 (8.3%)
untersuchten Loci instabil (MdP%-Xmrk o/+ (534); Mdl"- Xmrk a/a (917); Poecilia
formosa 25, IV), ein anderer Tumor erwies sich an 1 von 10 (10%) informativen Genloci
als genetisch veréindert (Mdl*™ - Xmrk a/a (563)). Bei einem weiteren Tumor fanden sich
Alterationen an 2 von 12 (16.7%) analysierten chromosomalen Loci (Mdi™ — Xmrk a/+
(534)); vier Tumoren zeigten eine MIN+-Frequenz von 25% (Mdi*™® — Xmrk a/+ (534),
Ml — Xmrk a/a (917)), allerdings erwiesen sich bei zweien dieser Tumoren vier Genloci

als nicht informativ (MdI* — Xmrk a/a; Tu 2 () (917); MdI™ — Xmrk).

Die héchste MIN+-Rate wurde von einem Melanom mit 4 Instabilititen aus 10 (40%)
analysierten Loci gezeigt (h Il/mac Di*h ITII BC1 (1437)).

Tabelle 4.3: Frequenz der genetischen Alteration in den einzelnen Tumoren mit den betroffenen Genloci

Genotyp Frequenz der MIN MIN+ - Genlocus

(Anzahl der betroffenen Genloci/
Gesamtzahl analysierter Loci)

Md1% - Xmrk a/+ (534) 1/12 (8.3 %) Kon D29
MdI1™ - Xmrk a/+ (534) 3/12 (25.0 %) Kon D8, Kon T30, Sat 2cd
MdI% - Xmrk a/+ (534) 2/12 (16.7 %) Kon D15, Kon T30
Mdi* - Xmrk a/a (563) 1/10 (10 %) Kon D10
Md1" — Xmrk a/a (917) 1/12 (8.3 %) Sat 2cd
Mdi" — Xmrk a/a (917) 3/12 (25.0 %) Kon D8, Kon T30, Sat 1ab
MdI™ — Xmrk a/a; Tu 2 (£) (917) 2/8 (25.0 %) Kon D6, Kon D10
Dorsal red (1437) 4/10 (40.0 %) Kon D15, Kon D26,

Kon T30, Sat 1ab
MM _ Xmrk (1345) 2/8 (25.0 %) Kon D10, Sat 2cd
Poecilia formosa 25, IV 1/12 (8.3 %) Sat 2cd
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4.1.1.3. Einordnung der MIN nach dem ,,pattern” der veréinderten Allele

Von 263 analysierten Genloci erwiesen sich 20 (7.6%) als genetisch instabil. Sie konnten
4 verschiedenen Allel-Mustern von genomischer Instabilitét zugeordnet werden. Eine
dieser Kategorien war das in diesem Zusammenhang hiufig beschriebene Phidnomen LOH
(Loss of Heterozygosity), das durch den totalen Verlust eines Allels durch z. B. Deletion,
mitotische Rekombination etc. charakterisiert ist (Tabelle 4.4a).

Die verbleibenden drei Kategorien zeichneten sich im Gegensatz dazu durch ein oder
mehrere ,neue”, d.h. auf bp-Ebene verfinderte Tumor-Allele (Baseninsertion oder -

deletion) aus, die im Tumorgewebe entweder
1. neu zu den gesunden Allelen hinzugekommen waren (Tabelle 4.4b)

2. ebenfalls zusitzlich waren, dennoch quantitativen Einflufl auf die Gesamtkopienzahl

der gesunden Allele genommen hatten (Tabelle 4.4¢)

3. ein gesundes Allel verdriingten bzw. ersetzten (Tabelle 4.4d).

Tabelle 4.4a: Héufigkeit von LOH aus allen untersuchten MIN+-Tumoren

MS-Locus Tumor gefundene Allele (in bp) im
Normalgewebe Tumorgewebe

Kon D8 Md1* — Xmrk a/+ (534) 233bp, 258bp 233bp

Kon D8 MdI" - Xmrk a/a (917) 232bp, 257bp 232bp

Kon D26 X.h. T/ mac Dr¥/ h I BC, (f) 346bp, 350bp 350bp

Kon D29 MdI*® — Xmrk a/+ (534) 285bp, 297bp, 304bp 297bp, 304bp

Nur die betroffenen Allele von Tumor- und Normalgewebe eines Fisches sind aufgefiihrt.
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Abbildung 4.1:

Beispielhafte Demonstration eines MS-Locus
(hier: Sat 2¢d) mit genetischen
Verdnderungen. Das Individuum P. formosa
25/IV zeigte im Tumorgewebe zwei kiirzere
Allele (beide -5bp), die offensichtlich von den
104-/105bp-Allelen abstammten. Das originale
Mikrosatelliten-Allel des Normalgewebes war
noch zu erkennen. Diese Instabilitit wurde der
Kategorie "zusétzliche Allele im
Tumorgewebe mit quantitativen
Auswirkungen auf die korrespondierenden N-
Allele" (s. Tabelle 4.4¢) zugeordnet.

Tabelle 4.4b: Neues T-Allel im Tumor ohne quantitative Beeinflussung der korrespondierenden N-Allele

MS-Locus Tumor Allel/e (in bp) im Art der Alteration

im Tumor
Normalgewebe Tumorgewebe

KonD10  MdI™* _ Xmrk —,282bp 280bp, 282bp -1 repeat unit

KonDI15  Md™— Xmrk a/+ (534) —, 324bp 238bp, 324bp Deletion von 43
repeat units

Kon T30 Md1* - Xmrk a/+ (534) ~—, 177bp 153bp,177bp Deletion von 8 repeat
units

KonT30  Md* - Xmrk a/+ (534) —, 153bp 123bp, 153bp Deletion von 10
repeat units

Kon T30 Md“ — Xmrk a/a (917) —, 154bp 153bp, 154bp Deletion von 1bp

Sat 1ab Mdl" — Xmrk a/a (917) —, 75bp 74bp, 75bp Deletion von 1bp

Sat 1ab M — Xmrk a/+ (534) —, 75bp 74 bp, 75bp Deletion von 1bp

Nur die betroffenen Allele von Tumor- und Normalgewebe eines Fisches sind aufgefiihrt.
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Tabelle 4.4c:
Allele

Neue/s oder fehlende/s T-Allel/e mit quantitativer Beeinflussung der korrespondierenden N-

MS-Locus Tumor neue/s Allel/e (in bp) im
Normalgewebe Tumorgewebe
Kon D10 MdI% - Xmrk a/a (563) - 288bp-Allel; Reduktion der Kopienanzahl
des quantitativ in grofiter Anzahl
vorliegenden Allels in N (286 bp)
Sat 2cd Poecilia formosa 25/IV 104bp-, 105bp- 99bp-, 100bp-Allele; die links genannten

Allele

N-Allele sind in reduzierter Kopienanzahl

vorhanden (vgl. Abbildung 4.1)

Nur die betroffenen Allele von Tumor- und Normalgewebe eines Fisches sind aufgefiihrt.

Tabelle 4.4d: Neue/s T-Allel/e mit Verlust des N-Allels

MS-Locus Tumor neues T-Allel mit (relativem) Verlust des N- Art der Alteration im
Allels im Tumor Tumor
Normalgewebe Tumorgewebe
Kon D6 MdlY - Xmrk a/a; Ty 237bp-Allel 238bp-Allel; 237bp-  Insertion um 1bp
2(f (917) Allel fehlt
Kon D10 Mdl“ - Xmrk afa; Ty 287bp-Allel 289bp-Allel; 287bp-  Insertion um 1 repeat
2(H917) Allel fehlt unit
Kon D15 Dorsal red (1437) 256bp-Allel 272bp-Allel; 256bp-  Insertion um 8 repeat
Allel fehlt units
Kon T30 h l/mac Drh 111 150bp-Allel 153bp-Allel; 150bp-  Insertion um 1 repeat
BC, (1437) Allel fehlt unit
Sat 2cd MdI* - Xmrk a/+ 100bp-Aliel: hochste  99bp-Allel; 100bp- neuer Klon: -1bp
(534) Kopienanzahl Allel quantitativ
reduziert
Sat 2cd Mdi* - Xmrk a/a 100bp-Allel: hschste  99bp-Allel; 100bp- neuer Klon: -1bp
917) Kopienanzahl Allel quantitativ
reduziert
Sat 2cd MdIF™Met_ Xmrk 98bp-Allel: hochste  99bp-Allel; 98bp-

Kopienanzah!

Allel quantitativ
deutlich reduziert

neuer Klon: +1bp

Nur die betroffenen Allele von Tumor- und Normalgewebe eines Fisches sind aufgefiihrt.
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4.2. Analyse der genomischen Instabilitit im Multilocus DNA-Fingerprint

8 Melanome und deren korrespondierende Normalgewebe wurden mit drei Sonden ((GT)s,
(GGAT)4, (GATA)g) hybridisiert (vgl. Tabelle 4.5a bis 4.5¢). Nicht jede Hybridisierung

war informativ, 12 von insgesamt 16 MLFP konnten ausgewertet werden.

Nur 1 von 8 Tumoren (8.3%) (P. formosa 25, 922; Fisch #2) zeigte eine genetische
Instabilitit in Form einer Differenz in seinem Bandenmuster zu dem des entsprechenden
Kontroligewebes. Es handelte sich um das Fehlen einer einzelnen Bande in der
Hybridisierung mit (GT)s, die als Manifestation einer den detektierten Locus
beinhaltenden Deletion gesehen werden kann (Abbildung 4.2; Tabelle 4.5c). Weitere
Hybridisierungen mit den Sonden (GGAT)s und (GATA)4 ergaben bei demselben Tumor-

/Normalgewebe-Paar identische Bandenmuster. Ebenso zeigte sich dieses Individuum in
der MIN-Analyse als MSS (12/12).

Abbildung 4.2:

Nur einer von 12 analysierbaren MLFPs zeigte eine
genetische Aberration in Form einer Deletion einer

einzelnen Bande im Tumorgewebe (s. Pfeil).
Individuum: Poecilia formosa 25, 922; Fisch 2,

Sonde: (GT)s

Es zeigten sich bei einem weiteren Genotypen (Mdl*-Xmrk a/+ (534); Hybridisierung mit
(GGAT)s) mehrere Differenzen in dem Bandenmuster zwischen Tumor- und
Normalgewebe; aufgrund ungleicher Mengen verwendeter DNA konnten sie jedoch nicht
eindeutig einer genetischen Instabilitéit zugewiesen werden (vgl. Tabelle 4.5a; Abbildung

4.3). Dieser Tumor zeigte sich in der MIN-Analyse als MIN+ (3/12) (vgl. Tabelle 4.3).
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*
T NTNTNTNTNTN

—21.2

— 5.0

— 3.7

| — 2.0

{

Abbildung 4.3: MLFP. Direkter Vergleich von Tumorgewebe (T) und Normalgewebe (N) durch radioaktive
In-Gel-Hybridisierung mittels der Sonde (GGAT),. Bei den beiden mit einem ¥ markierten Bahnen handelt
es sich um die DNA des Individuums Mdl*-Xmrk o/+ (534), die Pfeile deuten auf die oben beschriebenen
Instabilitéten.
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Von allen 8 im MLFP analysierten Tumoren erwies sich im Vergleich mit der MIN-
Analyse neben dem letzten erwihnten Tumor nur ein weiteres Melanom als positiv
(MdP*-Xmrk o/+ (534); (MIN+ 1/12)), welches im MLFP allerdings als stabil zu werten
war; die restlichen 6 hier untersuchten Tumore stellien sich einheitlich im MLFP wie auch

in der Mikrosatelliten-Analyse als stabil dar.

Die Multilocus-Fingerprint-Untersuchungen bestétigten das in der Mikrosatelliten-
Analyse erhaltene Resultat einer nicht signifikanten genomischen Instabilitit im

Xiphophorus-Melanom-Modell System.

Tabelle 4.5a: Hybridisierungen mit der Sonde (GGAT), und deren Ergebnisse

Genotyp (DNA #) Probe stabil Probe instabil ~ Probe nicht-informativ
Mdi*%-Xmrk a/+ (534) + - —
MdI*-Xmrk a/+ (534) + . _
MdI¥-Xmrk a/+ (534) . ) _
Mdi1%-Xmrk a/a (563) + . _
MdIM-Xmrk a/a (917) + . _
MdIM-Xmrk a/a (917) + . _

P. formosa 25, 922, Fisch 1 + o -

P. formosa 25, 922, Fisch 2 +
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Tabelle 4.5b: Hybridisierungen mit der Sonde (GATA), und deren Ergebnisse

Genotyp (DNA #) Probe stabil Probe instabil ~ Probe nicht-informativ
MdI“-Xmrk a/a (917) + . _
MdI*-Xmrk a/+ (534) o o +

P. formosa 25, 922, Fisch 1 + o o

P. formosa 25, 922, Fisch 2 +

Tabelle 4.5¢c: Hybridisierungen mit der Sonde (GT)s und deren Ergebnisse

Genotyp (DNA #) Probe stabil Probe instabil ~ Probe nicht-informativ
MdI"-Xmrk a/a (917) . _ +
MdI*-Xmrk a/+ (534) . _ +

P. formosa 25, 922, Fisch 1 + o o

P. formosa 25, 922, Fisch 2 +

4.3. Analyse der Expression von Zellzyklusinhibitoren wund veon einer

Komponente des MMR-Systems

Die Analyse einiger, fiir einen kontrollierten Zellzyklus unerlziBlicher Gene wurde mittels
vergleichender Expressionsanalyse auf RNA-Ebene durchgefiihrt. Die Analysen
beinhalteten maligne Melanome (MM) sowie das Lebergewebe der melanomiragenden
Fische (Leber), benigne melanocytische Lisionen (BM), die PSM-Melanom-Zellinie
(PSM) und einige gepoolte Kontroligewebe melanomfieier Fische.
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Es wurde die Expression der beiden Zellzyklusinhibitoren p53 und pRB, des
"Melanomgens" CDKIN2X und des zum DNA-Reparatur-Komplex gehdrigen Gens MSH2

mit folgenden Ergebnissen untersucht:

Die Gene p53 und MSH2 zeigten keinerlei Unterschiede hinsichtlich ihrer
Expressionsstirke in malignen und benignen Melanomen sowie in Kontrollgeweben (vgl.

Abbildung 4.4).

MM Leber BM  PSM

517 bp E 561 bp

Abbildung 4.4: RT-PCR von p53 mit unauffilligem Expressionsmuster im Vergleich verschiedener
Gewebeproben. Alle untersuchten Gewebe zeigten keine Unterschiede in der Menge der exprimierten mRNA
(Produktgrsfe 561 bp). Die Negativkontrolle der RT-PCR ist nicht dargestellt. MM = malignes Melanom;
Leber = Lebergewebe des Fisches mit malignem Melanom (interne Kontrolle); BM = benigne melanocytische

Ldsion; PSM = Melanomzellinie

Der Zelizyklusinhibitor Rb zeigte fiir die malignen Melanome wiederholt ein geringeres
Expressionsniveau als fiir die benignen melanocytischen Lisionen und PSM-Zellen (vgl.
Abbildung 4.5). In densitometrischen Vermessungen ergab sich eine um ca. 25%
reduzierte Expression fiir die malignen Melanome (100% vs. 127% (benigne Lisionen)
bzw. 123% (PSM-Zellinie)). Die gleichermaflen reduzierte Expression der von den
Melanomfischen stammenden Gewebe unterstrich die Signifikanz des Ergebnisses
(Lebergewebe der tumortragenden Fische vs. Lebergewebe der tumorfreien Fische: 60%
vs. 55%; nicht abgebildet).
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MM Leber BM PSM  neg.

e - 529 bp

517 bp

Abbildung 4.5: RT-PCR von RB mit deutlich unterschiedlicher Expressionsstirke der analysierten Gewebe.
Maligne Melanome sowie das Lebergewebe der melanomtragenden Fische zeigten eine deutlich geringere
Expression von RB-spezifischer mRNA (ProduktgroBe 529 bp) als die restlichen Gewebe. MM = malignes
Melanom; Leber = Lebergewebe des Fisches mit malignem Melanom (interne Kontrolle); BM = benigne

melanocytische Lision; PSM = Melanomzellinie; neg. = Negativkontrolle

Untersuchungen zur Genexpression von CDKN2X erbrachten das erwartete Resultat.
CDKN2X zeigte sich in malignen Melanomen auf RNA-Ebene deutlich iiberexprimiert;
den wichtigsten Referenzwert stellte die Expressionsstirke der benignen melanocytischen
Lésionen dar (vgl Abbildung 4.6). Konzentrationsbestimmungen mittels der oben
genannten Methode zeigten eine um 35% gesteigerte (Uber-)Expression fiir die malignen
Melanome (100% vs. 65% (benigne Lisionen) bzw. 68% (PSM-Zellinie)). Der Vergleich
von internen Kontrollgeweben (Leber, Niere, Kiemen) ergab mit Ausnahme der Kiemen,
deren Expression von CDKN2X physiologischerweise hoch ist, eine #hnliche, allerdings

geringe Expression.
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Leber Niere  Kiemen MM PSM BM neg.

517 bp

. sibp

Abbildung 4.6: RT-PCR von CDKN2X mit deutlichen Unterschieden in der Expression der analysierten
Gewebe. Das Kiemengewebe sowie die malignen Melanome zeigten gegeniiber allen anderen Geweben eine
deutlich erhshte Expression von CDKN2X-spezifischer mRNA (ProduktgroBe 512 bp). MM = malignes
Melanom; Leber, Niere, Kiemen = Konirollgewebe von tumorfireien Segreganien; BM = benigne

melanocytische Lasion; PSM = Melanomzellinie; neg. = Negativkontrolle

Fiir alle genannten RT-PCRs diente als Referenz eine RT-PCR mit Aktin:

Muskel Niere MM Leber BM PSM neg.

512 bp

Abbildung 4.7: RT-PCR mit Aktin zur Referenz. MM, Leber, BM und PSM zeigen keine nennenswerten
Expressionsunterschiede fiir Aktin (Produktgrofe 512 bp). MM = malignes Melanom; Leber, Niere =
Kontrollgewebe von tumorfreien Segreganten; BM = benigne melanocylische Ldsion; PSM =

Melanomzellinie; neg. = Negativkontrolle
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5. DISKUSSION

Das Innere einer Krebszelle gleicht einer Gallerie des Schreckens: Inaktivierte
Gene, fehlende oder zusgizliche Chromosomen sowie eine Vielzahl anderer, kleiner und
grofer genetischer Abnormalitéten tummeln sich hier.
Viele Wissenschafiler sind sich einig, da8 der Ursprung und auch der "Motor" der meisten
Neoplasien in der Akkumulation mehrerer genetischer Verdinderungen liegt; allerdings
herrscht Uneinigkeit dariiber, wie eine normale oder vielleicht schon dysplastische Zelle
diese vielen Mutationen und chromosomalen Aberrationen erwirbt (Marx 2002 [64]).

Ein Ausdruck dieser genetischen Veréinderungen ist der MIN-Status.

Die Analyse des MIN-Status von 23 Melanomen unterschiedlicher Malignit#it des
Xiphophorus Melanom Modell Systems ergab insgesamt eine Prévalenz MIN-+-Tumore
von 7.6%. Eine Korrelation zwischen dem Genotypen des Fisches, der Aggressivitit oder
anderen pathophysiologischen Ziigen der Melanome und den alterierten Mikrosatelliten
lieB sich nicht feststellen. Ganz im Gegenteil wies der aggressivere Genotyp der
untersuchten Melanome (Li o/a) eine geringere Rate an mutierten Mikrosatelliten als der
weniger aggressive Genotyp (Sd a/+) auf. Im ersten Fall waren drei von zehn (30%)

analysierten Melanomen MIN+ versus drei von fiinf (60%) Tumoren im letzten.

Einige der Tumoren zeigten zusitzlich zu den zwei normalen Allelen des
tumorfreien Kontrollgewebes neue Mikrosatelliten-Allele (7 von 20 Alterationen). Die
Existenz dieser Allele konnte durch die Présenz nicht-tumordser Zellen im Tumorgewebe
erkléirt werden, z. B. Leukozyten, Lymphozyten, Bindegewebszellen etc. Eine alternative
Erklarung wire, daB jingere klonale Zellverbinde des Tumors die Mutation erworben
haben und weiter vererben, wihrend die dlteren Anteile des Tumors diese Mutation nicht
haben. Die letzte Erklirung steht in Einklang mit der Hypothese, dal - zumindest in
kolorektalen Neoplasien - der Erwerb von MIN zu einem spdferen Zeitpunkt in der
Tumorgenese stattfindet und damit fiir die Tumorinitiation nicht ausschlaggebend ist
(Haigis et al. [65]; Homfray et al. 1998 [66]).

Ebenso oft gab es den umgekehrten Fall: Mehrere Tumoren zeigten ein neues

Mikrosatelliten-Allel, hatten dafiir aber eines der urspriinglichen Wildtyp-Allele verloren.
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Die einheitliche Priisenz eines mutierten WT-Allels in einem Tumor 6t u. a. folgende
Interpretationen zu: 1. Die Mutation fand zu einem frilhen Zeitpunkt in der Tumorgenese
statt (vgl. auch Shih et al. 2001 [67]). Dieser Hypothese kénnte eine gewisse Signifikanz
von Mikrosatelliteninstabilititen fiir die Tumorgenese zugesprochen werden. 2. Trotz
eines spéteren klonalen Ursprungs dieser Mutation hat der Klon durch rasches Wachstum

und ein aggressiveres Potential den Rest des Tumors ersetzt.

Es ist natiirlich denkbar, daB Mikrosatelliteninstabilitéten - aufgrund bisher unbekannter
Impulse — in Tumoren variierend mal zu einem frithen Zeitpunkt, mal zu einem spéteren
oder auch im selben Malignom frith und spét aufireten kénnen. Die Existenz von Tumoren
mit spét erworbenen Mutationen wire allerdings ein Hinweis darauf, da8 der Erwerb von

MIN keinen unabdingbaren Schritt in der Tumorgenese darstellt.

Interessanterweise zeigte auch das Tumorrezidiv eines Melanoms das Muster einer
frithen Mutation. Im Gegensatz zu Primértumor und tumorfreiem Kontrollgewebe, die
beide das originale Allel demonstrierten, zeigte das Rezidiv ein mutiertes Allel mit einer
Insertion von zwei Basenpaaren und einen vollstéindigen Verlust des Wildtyp-Allels. In
einer Studie {iber Mikrosatelliteninstabilitét in einem humanen priméren Melanom und
neun davon abgeleiteten Metastasen wurde in dem Primarius eine zu einem frithen
Zeitpunkt einsetzende Abscheidung von genetisch heterogenenTumorzellklonen entdeckt
(Rubben et al. 2000 [68]). Analog zu diesem Fall kénnte gefolgert werden, daf der
Tumorzellklon, der fiir die Entwicklung des Rezidivs verantwortlich war, in kleinem
Umfang bereits im Primértumor existiert hatte. Aufgrund der Mutation war den klonalen
Zellen ein aggressiveres Potential beschieden worden, welches ihnen u. a. eine geringe
Migration ermoglicht haben konnte. Dadurch wurde die nachfolgende Exzision
unvollstindig und die verbliebenen Tumorzellen des besagten Klons konnten ungehindert

proliferieren.

Die umfassende Interpretation der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten fiihrt
zu der Einsicht, dafl der Erwerb des MIN+-Typs der genomischen Instabilitit keinen
entscheidenden Schritt in der Melanomgenese und -progression des analysierten

Modellsystems darstelit.
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Weiterhin 148t sich aus den Daten schlieBen, dal der Tumorrepressorlocus R keine Rolle
in der Aufrechterhaltung der Integritit des Genoms von Pigmentzellen spielt, da die

Elimination von R Voraussetzung fiir die Entwicklung spontaner maligner Melanome ist.

Die Analyse der Melanome, deren Initiation in unbekannten spontanen, genetischen oder
epigenetischen  Ereignissen lag, =zeigte ebenfalls, daB der Erwerb von

Mikrosatelliteninstabilitiit kein wesentliches Charakteristikum der Tumorgenese darstellt.

Es ist allerdings erwiesen, daB die Mehrzahl der Fille genomisch instabiler, solider
Tumoren CIN, aber nicht MIN aufweist. Die experimentelle Fusion von CIN-- mit MIN+-
Zellen flihrte zu CIN+, aber MSS Hybridzellen. Die dominanten Eigenschaften CIN+
Zellen konnen von MIN+ Zellen nicht kompensiert werden (wie vice versa) und lassen
eher auf einen zusitzlichen Funktionserwerb (gain of function) eines exprimierten Proteins
als auf Geninaktivation als zugrunde liegenden Mechanismus schliefen (Lengauer et al.
1998 [69]).

Es ist deshalb wichtig, in Zukunft den CIN-Status der analysierten Melanome zu
untersuchen. Dieser Zweig der genomischen Instabilitit stellt eine bisher noch

unerforschte Option in der Melanomgenese von Xiphophorus dar.

Die Kreuzungsexperimente, auf denen die Entwicklung spontaner maligner
Melanome beruht, beinhalten die Kreuzung verschiedener Spezies. Bestimmte
Hybridgenotypen zeigten nach Applikation von Karzinogenen (ultraviolettes Licht (UVB)
und Methylnitrosourea (MNU)) eine erhhte Anfilligkeit fiir die Entwicklung induzierter
Tumoren (Kazianis et al. 2001 [70]; Setlow et al. 1989 [71]). Die Behandlung mit MNU
induzierte die Entwicklung von Schwannomen, Fibrosarkomen und Retinoblastoma,
UVB-Applikation fiihrte zur Melanomgenese. Dieser "Schwachpunkt” der Hybriden
wurde zumindest teilweise auf ein defektes DNA-Reparatursystem zuriickgefithrt, und in
weiteren Experimenten an Hybriden bestétigte sich eine reduzierte Aktivitét fiir Basen-

und Nukleotidexzisionen (BER und NER) als eines der DNA-Reparatursysteme.

Diese Daten wurden auch als weitere Untermauerung der Rolle der direkten DNA-
Schidigung und defekten DNA-Reparatur in der Tumorinitiation in nativen Xiphophorus-
Hybriden interpretiert (David et al. 2004 [72]).
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Die offensichtliche Mikrosatelliten-Stabilitdt des Tumorzeligenoms dieser Fische weist
allerdings darauf hin, daff der Defekt des oben genannten DNA-Reparatursystems nicht

zur Melanomentstehung in diesen Hybriden beitragen kann.

Die eingangs erwshnte Diskussion, ob genomische Instabilitit ein frithes, spites
bzw. tiberhaupt relevantes Ereignis in der Tumorgenese reprisentiert, findet sich auch in
der Dermatologie. Diverse Studien tiber MIN in kutanen malignen Melanomen zeigten
Instabilitéts-Frequenzen von weniger als 5% (Quinn et al. 1995) tiber 20-25% (Peris et al.
1995; Talwalkar et al. 1998) bis hin zu 32% (Hussein et al. 2001). Offensichtliche
Korrelationen zwischen der MIN-Frequenz eines Melanoms und seiner Pathologie oder
dem klinischen Verlauf des jeweiligen Patienten fehlten (Peris et al. 1995; Talwalkar et al.
1998). Ahnliche Studien an dysplastischen (atypischen) N&vi, die als Vorliuferlision von
malignen Melanomen diskutiert werden (Swerdlow et al. 1989 [73]), und benignen,
herkémmlichen Névi widersprachen sich dahingehend, da8 MIN einerseits die molekulare
Grenzlinie zwischen herkdmmlichen und dysplastischen Navi darstellen soll (Hussein et
al. 2001), andererseits aber tatsichlich ein gemeinsames Merkmal der beiden Strukturen
ist (Birindelli et al. 2000).

In der Zusammenschau dieser Studien sind Alterationen an Mikrosatelliten in
variierender Frequenz den verschiedenen humanen melanocytéren Lisionen gemeinsam.
Dieses Resultat 1d6t sich insofern mit den Ergebnissen unserer Querschnittsstudie am
Xiphophorus Melanom Modell System vereinbaren, als daB auch hier keine signifikante
Korrelation zwischen den MIN-Typen und dem Malignitsitsgrad bzw. Genotyp der
Melanome gefunden wurde.

Ein anderer, die humane Melanomforschung deutlich erschwerender Faktor ist die
diffizile Abgrenzung melanocytéirer Lisionen voneinander, bzw. deren eindeutige und
reproduzierbare Diagnostik.

Diverse Studien haben die klinische Beziehung zwischen der Anzahl erworbener benigner
Navi eines Individuums und der Wahrscheinlichkeit der spiteren Entwicklung eines
(kutanen) malignen Melanoms untersucht und eine positive Korrelation mit einem
erhdhten relativen Risiko zwischen 3.2 (Bataille et al. 1996 [74]) und 19.6 (Grob et al.
1990 [75]) gefunden. Ahnliche Studien tiber die Bezichung zwischen dysplastischen Navi
und malignen Melanomen kamen zum gleichen Ergebnis. Die klinische Présenz von vier

oder mehr dysplastischen Nivi wurde gegeniiber Kontrollpersonen mit einem um das
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14.3-fach erhdhten Risiko assoziiert, ein malignes Melanom zu entwickeln (Bataille et al.
1996).

Diese Resultate stiitzen die Annahme einer sequentiellen Entwicklung
melanocytirer Lisionen mit flieBenden molekularen und histopathologischen Ubergiingen
im Sinne des Modells herkémmlicher Néivus - dysplastischer Névus - malignes Melanom
(fiir Reviews siche Kanzler et al. 2001 [76]; Hussein 2005 [77]).

Allerdings mufl auf der anderen Seite die Zuverldssigkeit der diagnostischen
Reproduzierbarkeit von dysplastischen N&vi und damit die Rolle der Nivi in der
Melanomentstehung in Frage gestellt werden, seit klassische histopathologische
Merkmale, die diesen Névi vorbehalten waren, auch in anderen melanocytischen Lisionen
und sogar Melanomen gefunden worden sind (Farmer et al. 1996; Roush et al. 1993 [78];
Klein et Barr 1990 [79]).

Das Xiphophorus Melanom Modell System ist aufgrund des genetisch
kontrollierten Hintergrunds seiner melanocytéren Lisionen iiber diese Unsicherheiten der
humanen Melanomforschung erhaben. Dennoch 146t sich das Fehlen einer signifikanten
Korrelation zwischen dem MIN+-Status (als eine Méglichkeit des molekularen Zugangs)
und dem Genotyp eines Melanoms gut mit dem oben gezeichneten Bild vereinbaren, daB
sichere molekulare Marker zur definitiven Charakterisierung und Identifizierung einer

melanocytiren Lésion Gegenstand zukiinftiger Forschungsarbeiten verbleiben.

Zusammenfassend kann gesagt werden, da die Abwesenheit eines MIN+-
Phénotypen in den Melanomen von Xiphophorus darauf hinweist, daB der Erwerb von
MIN weder ein notwendiges Kriterium fiir die Initiation eines Tumors noch fiir seine
Progression darstellt.

Dieses Ergebnis bekriiftigt jene Seite in der Diskussion {iber genomische
Instabilitdt, die vertritt, daB MIN auch in hoher entwickelten Vertebraten nicht
notwendigerweise einen der unverzichtbaren Motoren in der Progression von Tumoren,
oder hier speziell Melanomen, darstellt (Talwalkar et al. 1998; Cross et al. 2003 [80];
Massi et al. 2002 [81]; Palmieri et al. 2003 [82]).
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Es ist naheliegend, der Untersuchung des Mikrosatellitenstatus von Tumoren eine

Expressionsanalyse der in die Mismatch Repair involvierten Gene anzuschliefen (Strand
et al. 1993). Aufgrund unbekannter Gensequenzen war es nur mdglich, die Expression
eines dieser Gene, MSH2, zu untersuchen. MSH2 wurde in malignen Melanomen,
benignen Lisionen, tumorfreien Kontroligeweben und der Xiphophorus-Melanomzellinie
(PSM) auf gleichem Niveau exprimiert.
In einem groBeren Bezug 148t sich das Fehlen eines quantitativen Defekts von MSH2 mit
der geringgradigen Mikrosatelliteninstabilitit (MSI-L) in den untersuchten Melanomen
vereinbaren und unterstiitzt so weit die herrschende Meinung, dafl genetische
Aberrationen in MMR-Genen zur Ausprigung des "mutator phenotype" im Sinne der
MSI-H fithren.

Im Gegensatz zu aneuploiden CIN+-Tumoren, welche die grofie Mehrheit aller
soliden Tumoren ausmachen, verbeibt der Chromosomensatz MIN+-Tumoren diploid
(Cahill et al. 1999 [83]). Da diese beiden Formen der genomischen Instabilitét selten in
Tumoren koexistieren und wir den MIN-Phénotypen ausgeschlossen haben, wire die
Analyse des chromosomalen Status von Xiphophorus-Melanomen eine zunehmend

interessante Moglichkeit als einer der Initiatoren der Tumorgenese.

Ein anderer Pfad der Tumorinitiation ist die direkte Schidigung bzw. der Verlust
von Tumorsuppressorgenen bzw. die Transformation von Proto-Onkogenen zu
Onkogenen. Es ist mittlerweile bekannt, dal in Melanomen von Xiphophorus-Hybriden
das Proto-Onkogen XEGFRb durch nicht-homologe Rekombination sowie zwei
Punktmutationen als Xmrk-Onkogen malignes Potential erworben hat. In Kombination mit
dem homozygoten Verlust von R scheint Xmrk ein zur Melanominduktion ausreichendes
Kriterium zu sein.

Um diese Hypothese weiterfiihrend zu iiberpriifen, wurde in der vorliegenden
Arbeit die Expression von drei Genen, die in der Regulation des Zellzyklus
Schliisselrollen spielen, auf RNA-Ebene untersucht: rb, p53, cdknZa. Die folgenden
Gewebe wurden in der Analyse miteinander verglichen: Maligne Melanome, benigne

Liasionen, tumorfreie Kontrollgewebe und die Xiphophorus-Melanomzellinie (PSM).
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Die Expression von p53 wies in den oben genannten Geweben keine Unterschiede
auf. Die offensichtlich "normale" Expression eines Gens ist aber nicht ohne weiteres mit
einem funktionierenden Genprodukt gleichzusetzen, Sequenzanalysen des Gens,
Aminosiuresequenzanalysen des Proteins, Untersuchungen des Promoterstatus etc.
miissen zur Bestétigung einer intakten Genfunktion durchgefiihrt werden.

Soweit ist dieses Resultat allerdings vereinbar mit Forschungsergebnissen von
Nairns et al. Die Kartierung des p53-Locus von Riickkreuzungshybriden aus X. hellerii x
X. maculatus Jp 1634 ergab dessen Kopplung an einen nicht mit der Melanomgenese
assoziierten Locus (Nairn et al. 1996 [84]). p53 scheint demnach zumindest keine primére
Rolle in der Tumorevolution von Xiphophorus zuzukommen.

Weiterhin 148t sich aus den Daten schlieen, dal p53 im Xiphophorus Melanom
Modell weder entscheidend zur Progression eines Melanoms von benignen zu malignen
Stadien beitrigt noch der direkten transkriptionellen Kontrolle durch den

Tumorsuppressorlocus R unterliegt.

Die Ergebnisse der humanen Melanomforschung zur Expression von p53 in
malignen Melanomen der Haut sind divergent. Einige Forschungsarbeiten beschreiben
eine Uberexpression des Gens bzw. Akkumulation seines Produkts in den genannten
Lisionen (Staibano et al. 2001 [85]; Gwosdz et al. 2005 [86]), wihrend andererseits eine
cher selten gesehene Verstrickung direkter Mutationen des p53-Proteins in die
Entwicklung humaner Melanome mit folgender Erklfirung postuliert wird:
Uberschneidungen von Leserastern eines wichtigen Tumorsuppressorgens, INK44/ARF,
fihren zur Kodierung von zwei Tumorsuppressoren, dem in der Melanomgenese
,berihmten® p16™%** sowie p19ARF. Letzterem wird in der Regulation der Aktivitit von
p53 eine Rolle zugewiesen. Der hiufig gesehene, teilweise zu einem frithen Zeitpunkt in
der Melanomentwicklung auftretende Verlust des Tumorsuppressorgens INK4a/ARF soll
den Bedarf einer Inaktivierung von p53 z.B. durch Mutationen schmélern (Bardeesy et al.
2001 [87)).

Die vergleichende Expressionsanalyse des vermeintlichen ,,melanoma susceptibiliy gene*
im Melanom-Modell und der PSM-Zellinie bestitigte die von Kazianis beschriebene
Uberexpression des Zellzyklusinhibitors in malignen Melanomen von Xiphophorus-

Hybriden (Kazianis et al. 2000). Dieses zu entsprechenden Untersuchungen der humanen
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Melanomforschung widerspriichliche Ergebnis wurde von Kazianis et al. als Konsequenz
der Uberexpression von Xmrk-2 diskutiert. Erweiternd wurde hypothetisch vorgeschlagen,
daB das Xiphophorus-Homolog zu cdkn2a der noch nicht genauer definierten DIFF-Locus
des Modells sein konnte. Mit dieser Hypothese stellte sich Kazianis jedoch gegen die
vorherrschende, empirisch aus den Kreuzungsschemata und resultierenden Phinotypen
hervorgegangene Annahme, dal DIFF upstream von Xmrk liege und somit der Tu-Locus
der transkriptionellen Kontrolle durch DIFF unterliegen miifite, und nicht vice versa.
Experimente, die zeigen, daB cdkn2x der regulatorischen Kontrolle von Xmrk
untersteht und damit als DIFF-Locus auszuschlieBen ist, miissen zukiinftigen

Untersuchungen vorbehalten bleiben.

Eine alternative Erklirung fir die Uberexpression von cdkn2x liefert die
Beobachtung, daB in onkogenen Zellen eine anhaltende ras-Expression zur Induktion
antiproliferativer Signale, wie z. B. der Hochregulation von p16™4 und p21CIP1,
beitragen kann (Lloyd 1998 [88]). Die Ursachen fiir eine hohe Proliferationsrate in
Anwesenheit von hochreguliertem pl6™%** konnen vielfiltiger Natur sein und sowohl in
dem Tumorsuppressor als auch seinem Gen, upstream und / oder downstream von ihm
liegen.

Eine der downstream-Wirkungen von aktiviertem pl16™<*

pRb durch Zyklin-abhingige Kinasen (CDK4 und 6) zu verhindern. Eine erste

ist es, die Inaktivierung von

Untersuchung des Expressionsmusters von pRb in Xiphophorus-Melanomen, benignen
Lésionen und Kontrollgeweben zeigt eine verminderte Transkription dieses Gens in

malignen Melanomen.

Eine mogliche Interpretation dieser Ergebnisse wire es, einen Defekt in CDK4/6, rb oder
pRb zu Grunde zu legen und die Hochregulation von pl6™5* im Sinne einer negativen
Riickkopplungsschleife als physiologische Konsequenz anzusehen. Allerdings wird diese
Annahme der Vielfalt der Faktoren, die in einer Zelle zusammenwirken und die
Entscheidung iiber Proliferation oder Zellarrest treffen, und ihren multiplen Interaktionen

nicht gerecht.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Bedeutung der genomischen Instabilitdt in humanen melanocytischen Lisionen ist
Gegenstand vieler dermatologischer Studien und bis heute ungekldrt. Ist die
Mikrosatelliteninstabilitéit bloBe Begleiterscheinung der unkontrolliert proliferierenden

Tumorzellen oder wird ihr ein pathogenetischer Mechanismus zuteil?

In Fischen der Gattung Xiphophorus kénnen durch klassische Kreuzungsexperimente
melanocytische Lisionen verschiedener Malignititsgrade induziert werden. Diese
Lisionen sind auf Grund ihres genetisch kontrollierten Hintergrundes eindeutig definiert
und reproduzierbar - und damit im Vorteil gegeniiber der unsicheren Klassifikation

humaner Hautldsionen.

In der vorliegenden Arbeit wurde hauptsichlich der Frage nachgegangen, ob MIN+ ein
obligates molekulares Ereignis fiir die Progression von Melanomen bis zum terminalen
Stadium darstellt. Dieser Fragestellung wurde unter Verwendung PCR-basierter

Mikrosatellitenanalysen sowie Multilocus DNA-Fingerprint Analysen nachgegangen.

23 Tumoren unterschiedlicher Malignitit wurden im Vergleich zum tumorfreien
Normalgewebe desselben Fisches an 12 Genloci unbekannter chromosomaler Lokalisation
auf Mikrosatelliteninstabilitét untersucht. Es wurde insgesamt eine Zahl von 263

informativen Loci erzielt, von denen sich nur 20 ( = 7.6%) als instabil erwiesen.

Mittels der Multilocus-Fingerprint Analysen wurden 8 Melanome und deren
korrespondiere Normalgewebe mit drei Sonden hybridisiert. Nur einer von 12
analysierbaren MLFPs zeigte eine genetische Aberration in Form einer Deletion einer

einzelnen Bande im Tumorgewebe.

Mit diesem Ergebnis wurde das in der Mikrosatellitenanalyse erhaltene Resultat einer
nicht signifikanten Mikrosatelliteninstabilitéit im Xiphophorus-Melanom-Modell System
bestétigt. Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Abwesenheit eines MIN+-
Phénotypen in den Melanomen von Xiphophorus darauf hinweist, daB der Erwerb von
MIN weder ein notwendiges Kriterium fiir die Initiation eines Tumors noch fiir seine

Progression darstellt.
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Ein anderer Pfad der Tumorinitiation ist die direkte Schidigung oder der Verlust von
Tumorsuppressorgenen, von in Mismatch Repair involvierten Genen oder durch die
Transformation von Proto-Onkogenen zu Onkogenen.

In dieser Arbeit wurde die Expression von drei Genen, die in der Regulation des
Zellzyklus Schliisselrollen spielen (b, p33, cdkn2a), sowie einer Komponente des MMR-
Systems (MSH2) auf RNA-Ebene untersucht. Thre Expressionsstirke wurde in folgenden
Geweben miteinander verglichen: Maligne Melanome, benigne Lisionen, tumorfreie

Kontrollgewebe und die Xiphophorus-Melanomzellinie (PSM).
MSH2 und p53 wurden in allen untersuchten Geweben auf gleichem Niveau exprimiert.

Die vergleichende Expressionsanalyse des vermeintlichen "melanoma susceptibility gene"
cdln2a im Melanom-Modell und der PSM-Zellinie bestétigte die bereits vorbeschriebene
Uberexpression des Zellzyklusinhibitors in malignen Melanomen von Xiphophorus-
Hybriden.

Die Untersuchung des Expressionsmusters von Rb in den oben genannten Geweben ergab

eine verminderte Transkription dieses Gens in malignen Melanomen.
Eine mdgliche Interpretation dieses Ergebnisses wire, einen Defekt in Rb oder pRB zu

Grunde zu legen und die Hochregulation von cdknla entsprechend einer negativen

Riickkopplungsschleife als physiologische Konsequenz anzusehen.
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