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Die genetische Information der Krebsbildung

Zierfische als Helfer der Krebsforschung/Von Annerose und Fritz Anders

Der geistige und experimentelle Ansatz fiir die Krebsforschung im Genetischen Institut der Justus-Liebig-Universitiit GieBen war und ist ein-
fach: Da die endo- und exogenen krebsauslésenden Einfliisse auf die Zelle bzw. auf den tierischen Organismus letztlich alle den gleichen End-
effekt haben, niimlich das Auftreten von neoplastisch ' transformierten Zellen bzw. von Tumoren, die stereotyp ungehemmte Zellteilung und
anormale Zelldifferenzierung zeigen, muBl die genetische Information fiir die Krebsbildung im Genom der Zelle selbst kodiert sein. Diese In-
formation mufl — da Krebs bei allen Gruppen der vielzelligen Tiere vorkommt — bei Tier und Mensch die gleiche sein. Sie muf§ auch ein stam-
mesgeschichtlich altes Erbe sein, das von der Zivilisation unabhiingig ist; denn schon die Saurier der Jurazeit und andere ausgestorbene Tiere

hatten Krebs.

1954 machten wir uns mit einer kleinen Ar-
beitsgruppe auf den Weg, die deduzierte ge-
netische  Schliisselinformation  fiir  die
Krebsbildung zu suchen. Uber mehrere
pflanzliche und tierische Systeme der
Krebsforschung gelangten wir schlieBlich
zu dem fiir die damalige Zeit ausgefallenen
System der ,,spontanen® Krebsentstehung
bei den zentralamerikanischen Zahnkérpf-
lingen Xiphophorus maculatus und Xipho-
phorus helleri (Bilder 2a). Den Aquarien-
liebhabern sind diese Fische als Platys und
Schwerttriger bekannt.

Die ,spontane” Krebsentstehung bei Xi-
phophorus war schon 1928 von Curt Koss-
wig in Miinster, Georg Héussler in Heidel-
berg und Myron Gordon in New York be-
obachtet worden, und zwar an bestimmten
Bastarden, die aus der Kreuzung von bun-
ten kommerziellen (domestizierten) Zier-
platys und Zierschwerttrigern hervorge-
gangen waren. Da die genetische Konstitu-
tion dieser Zierfische durch den langen
zlichterischen Weg sehr uniibersichtlich ist,
mufBten wir bei der Suche nach der geneti-
schen Information fiir Tumorbildung auf
die unscheinbar grauen Fische aus Wildpo-
pulationen, die durch die natiirliche Selekti-
on genetisch weitgehend einheitlich sind,
zuriickgreifen. Diese Fische standen uns
teils aus Sammelreisen des New York
Aquariums und des Zoologischen Instituts
Hamburg und teils aus einer eigenen Sam-
melreise nach Mexiko zur Verfiigung. Heu-
te beherbergt das Genetische Institut mit
2000 Aquarien und vielen tausend Zahn-
karpflingen das groBte genetisch orientierte
Fischlaboratorium der Welt. In ihm arbei-
ten gegenwirtig rund 40 Mitarbeiter, dar-
unter 17 Diplomanden und 14 Doktoran-
den. Die Arbeiten werden durch die Justus-
Liebig-Universitdt, die Deutsche For-
schungsgemeinschaft, das Bundesministeri-
um fiir Forschung und Technologie und das
Umweltbundesamt sehr wirkungsvoll un-
terstiitzt und fithren zwangsldufig zu einem

1 Die Terminologie der Tumoren ist manchmal verwir-
rend. Wir verwenden den Ausdruck Krebs, Tumor (lat.
Schwellung), Neoplasie (lat. Neubildung) fir alle gut-
und bosartigen Neubildungen. Wo es notwendig ist,
spezifizieren wir, was wir meinen
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Bild 1: Kreuzungsschema zur Herstellung melanombildender Fisch-Bastarde, s. Text.

an der gegenwirtigen Forschung orientier-
ten Unterricht in klassischer und molekula-
rer Genetik.

Es bedurfte einer Serie langwieriger Experi-
mente, bis (um 1965) die Schliisselinforma-
tion fiir die Krebsbildung bei Xiphophorus
genetisch und cytogenetisch erfalit und der
weiteren Konkretisierung zuginglich ge-
macht werden konnte. Dies soll anhand der
Melanombildung, die leicht beobachtet
werden kann, erldutert werden (Bild 1, A—
G; entsprechende Photos in Bildern 2a
und b).

Die Kreuzung (kunstllche Besamung) eines
Weibchens von  Xiphophorus maculatus
(Platy) aus dem Rio Jamapa (A) mit einem
Minnchen von X.helleri (Schwerttriger)
aus dem Rio Lancetilla (B) ergibt eine Ba-
stardnachkommenschaft (F1), in der alle
Tiere gutartige Melanome bilden. Die mei-
sten Zellen dieser Melanome sind bis zum
Endstadium (terminal) differenziert und
gleichen strukturell, ultrastrukturell und
biochemisch denen von winzig kleinen
schwarzen Flecken in der Haut der Platy-
Mutter. Die Melanome erscheinen nur in
der Haut der Dorsalflosse und des hinteren
Rumpfteils, d.h. in denjenigen Komparti-
menten des Korpers, in denen auch die

Flecken der Platy-Mutter liegen. Bei dlteren
F1-Bastarden vereinigen sich solche Mela-
nome und bilden ein grofBes Melanom, wel-
ches nun beide Kompartimente besetzt. Die
Riickkreuzung eines F1-Bastards (C) mit
dem Schwerttréiger (B) fiihrt zu einer Riick-
kreuzungsnachkommenschaft (BC1), die
nach den Mendel-Gesetzen in drei Typen
aufspaltet: Typ 1 (25% der BC1) entwickelt
gutartige Melanome (D) wie die F1. Typ 2
(weitere 25% der BC1) bildet maligne Me-
lanome (E), deren Zellen zumeist in einem
frithen Differenzierungsstadium steckenge-
blieben sind; sie dringen zumeist in andere
Gewebe ein und fithren allméhlich den Tod
der Tiere herbei. Typ 3 (die restlichen 50%)
bildet keine Melanome; er sieht aus wie der
Schwerttrager (F und G). Alle weiteren
Riickkreuzungen von Tridgern gutartiger
Melanome mit dem Schwerttréiger fithren in
allen Generationen (z.Z. in BC26) zu der-
selben Mendel-Spaltung. Riickkreuzungen
von Trigern bosartiger Melanome mit dem
Schwerttriger liefern ein etwas anderes Er-
gebnis: Hier bilden 50% der Nachkommen
bosartige Melanome, wihrend die restli-
chen 50% der Nachkommen bésartige Me-
lanome, wihrend die restlichen 50% frei
von Melanomen sind; gutartige Melanome
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treten nicht auf. Zu einem anderen Ergebnis
fithrt die Riickkreuzung von Melanomtri-
gern mit dem Platy: Hier kommt es in der
nichsten Generation zu einem Riickgang
und in der iberndchsten zu einem Ver-
schwinden der Melanome.

Durch diese Kreuzungen geben sich vier ge-
netische Komponenten der Krebsbildung
zu erkennen. Die auffilligste Komponente
ist die generelle Schliisselinformation fir
die neoplastische Transformation, die als
»Tumorgen™ (7u) bezeichnet wurde. Die
tibrigen drei Komponenten kdnnen aus der
Einschrinkung der 7u-Wirkung erschlos-
sen werden. Die Tatsache, daB3 in diesem
Experiment ausschlieBlich Pigmentzellen
(Melanocyten) transformiert wurden, weist
auf ein mutiertes pigmentspezifisches Regu-
lationsgen (R-Mel) hin, welches die Trans-
formation nur dieser Zellen erlaubt. Zur
Transformation anderer Zellen bedarf es
der Mutation anderer gewebspezifischer
Regulationsgene.  Desweiteren  wurden
nicht alle Pigmentzellen am Fischkorper
transformiert, sondern nur diejenigen, die
in der Haut der Dorsalflosse und des hinte-
ren Teils (des ,,posterioren Parts™) des Kor-
pers vorhanden sind. Dies weist auf mutier-
te Regulationsgene hin, die fiir diese beiden
Kompartimente des Fischkorpers spezi-
fisch sind (R-Df" und R-Pp'); fir die Mela-
nombildung im Auge, am Maul, am vorde-
ren Teil des Korpers usw. bedarfes der Mu-
tation anderer kompartimentspezifischer
Regulationsgene. SchlieBlich ist noch die
Komponente zu erkennen, die den Unter-
schied zwischen Gut- und Bosartigkeit be-
dingt. Sie stammt wie Tu, R-Mel und R-Df”
+ R-Pp’ vom Platy, ist aber nicht wie jene
auf demselben Chromosom (in diesem Falle
ein X-Chromosom), sondern auf einem an-
deren Chromosom (einem Autosom) loka-
lisiert. Diese Komponente kommt, wie
Kopplungsanalysen zeigten, beim Schwert-
triger nicht vor. Wenn sie im tumortragen-
den Bastard vorhanden ist, bedingt sie ter-
minale Differenzierung der transformierten
Zellen und damit Gutartigkeit; ihr Fehlen
in diesen Bastarden bedingt Bosartigkeit.
Wegen ihrer zelldifferenzierenden Wirkung
wurde das entsprechende Gen mit Diff be-
zeichnet.

Die nihere genetische Analyse hat dann ge-
zeigt, dal} alle Melanome, und zwar sowohl
die erbbedingten als auch die durch Karzi-
nogene induzierten, dem 7u zugeordnet
werden kénnen. 7u wird in den Wildpopu-
lationen stets durch ein populationsspezifi-
sches System von ,,Regulationsgenen™ wie
R-Mel, R-Df usw. kontrolliert. Regulati-
onsgene, die in einer Wildpopulation mit 7u
auf demselben Chromosom gekoppelt sind,
konnen schon in der Nachbarpopulation ei-
ner anderen Koppelungsgruppe, d. h. einem
anderen Chromosom angehoren. Bastarde
zwischen Angehdrigen zweier solcher Po-

Bilder 2a:  Xiphophorus maculatus; ent-

spricht Kreuzungspartner A in Bild 1.

/f

Xiphophorus helleri; entspricht Kreuzungs-
partner B in Bild 1

pulationen, die bei der Neuverteilung der
Chromosomen nach der Mendel-Statistik
kein fiir die Tu-Kontrolle ausreichendes Sy-
stem der Regulationsgene erhalten, bilden
»spontan™ Tumoren. Aber in der néichsten
Generation kann das System der Regulati-
onsgene nach der Mendel-Statistik wieder
restauriert werden, so dall keine Neoplasien
entstehen. Genotypen, deren Systeme der
Regulationsgene zwar gestort sind, aber im-
mer noch eine ausreichende Kontrolle iiber
ihr Tu ausiiben, sind sensitiv gegeniiber
physikalischen und chemischen Karzinoge-
nen; manche von ihnen sind hochgradig
sensitiv gegeniiber Agenzien wie Cyclamat,
BetelnuBextrakt und Methyltestosteron,
die sicherlich keine Karzinogene im {ibli-
chen Sinne, sondern sog. Tumorpromoto-
ren sind. Ausgehend von diesen Ergebnis-
sen wurden genetisch definierte Teststim-
me hergestellt, mit deren Hilfe heute zwi-
schen der Initiator- und Promotorwirkung

F,-Bastard, hervorgegangen aus der Kreu-
zung zwischen X.maculatus und X. helleri;
entspricht Kreuzungspartner C in Bild 1.

Riickkreuzungsbastard; hervorgegangen aus
der Riickkreuzung der F, mit X.helleri; ent-
spricht Tier E in Bild 1.

Bilder 2b: ,,Spontane Melanombildung bei
Xiphophorus, s. Bild 1 und Text.

eines fraglichen physikalischen oder chemi-
schen Agens unterschieden werden kann.

Dreiflig Regulationsgene

Weitere Einzelheiten iiber 7w und dessen
Regulationsgene wurden zwischen 1970
und 1975 an 48 Strukturmutationen des
Pigmentzellsystems und der Melanombil-
dung (Stiickverluste, Stiickverdoppelun-
gen, Stiickumlagerungen usw. der Chromo-
somen), die im hiesigen Strahlenzentrum in
Zusammenarbeit mit Gerhard D6l erzeugt
wurden, gewonnen. Tu ist immer terminal
auf einem Chromosom (X, Y oder Auto-
som) lokalisiert und kommt immer in meh-
reren Kopien vor. Zusitzlich eingefiihrte
Kopien von Tu stirken des krebsbildende
Potential eines Individuums; der Verlust
von Tu-Kopien schwicht es. Fische ohne
krebsbildende Potenz bzw. ohne Tu wurden
nicht gefunden. Das pigmentzellspezifische
R-Mel liegt unmittelbar neben 7Tu. Daran
anschlieBend liegt eine Serie von wenigstens
14 kompartimentspezifischen Regulations-
genen wie R-Df, R-Pp usw., die, je nach-
dem, welches von ihnen geschidigt oder
ausgefallen ist, Melanombildung im Auge,
am Mund, an der Riickenflosse, der
Schwanzflosse, am Begattungsorgan, usw.
zulassen. Insgesamt wurden allein im Pig-
mentzellsystem rund dreiBig Regulations-
gene fiir Tu aufgespiirt.

Onkogene und Tumorgene

Dies zusammen mit dem Befund, daf} es [n-
dividuen ohne Tu offenbar nicht gibt, zeig-
te, da3 die Krebsbildung im wesentlichen
ein Problem der Regulation der Schliisselin-
formation fiir die Tumorbildung ist. In den
letzten Jahren konnte unsere Arbeitsgruppe
dann nachweisen, dal} es ganz iiberwiegend
die Regulationsgene sind, an denen die
Karzinogene aus der Umwelt ansetzen.
wenn sie Neoplasien erzeugen. Fiinfund-
zwanzig verschiedene aus der menschlichen
Pathologie bekannte Krebs-Histotypen
(nach dem Ursprungsgewebe typisiert), wie
neurogene (z.B. Neuroblastome; Melano-
me), mesenchymale (z.B. Fibrosarkome.
Retikulosarkome) und epitheliale (z. B.
Adenokarzinome; Hepatome) Neoplasien
wurden bei Xiphophorus in Zusammenar-
beit mit Knut Frese aus dem hiesigen Insti-
tut fiir Veterindr-Pathologie identifiziert.
Die Gewebsspezifitit beruht auf der Spezi-
fitdt der jeweils ausgefallenen Regulations-
gene, die normalerweise den Organismus
vor der Uberaktivitit seiner eigenen 7Tu-
Kopien schiitzen.

Neue Entwicklungen der Krebsforschung
im Genetischen Institut bahnten sich an, als
hoilindische und amerikanische Forscher
um 1970 konkrete Vorstellungen iiber die in
bestimmten Viren (Retroviren) lokalisier-
ten, fiir die Krebsbildung am Laborato-
riumstier verantwortlichen Faktoren, hier
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..Onkogene* genannt, entwickelten. Wir
kennen heute iiber 20 solcher viraler Onko-
gene, unter denen diejenigen, die mit den
Ursachen der Leukimien bei Tier und
Mensch zusammenhiingen, am eingehend-
sten studiert wurden. Etwa 20 weitere On-
kogene kommen hinzu.

Da uns die Tumorbildung durch ein ,,Tu-
morgen* aus einem Chromosom bei Xipho-
phorus und die Tumorbildung durch ein
.-Onkogen* aus einem Virus bei einer Maus
wesensgleich erschien, stellte sich die Frage,
ob zwischen den Tumorgenen der Labora-
toriumsfische und den Onkogenen der Vi-
ren ein substantieller Zusammenhang be-
steht.

Bei Mensch und Tier vorhanden

Die Beantwortung dieser Frage wurde 1976
dringlich, nachdem eine Forschergruppe in
San Francisco gezeigt hatte, daB die glei-
chen Nucleotidsequenzen der DNA (Rei-
henfolgen der Bausteine der Erbsubstanz),
die das Onkogen sre von Rous’ Sarkom-
Hiihnervirus hat, auch im nicht-infizierten
Huhn, beim Menschen und beim Rind, aber
auch in kommerzieller DNA, die aus Ho-
den vom Lachs gewonnen wurde, vorkom-
men. In Zusammenarbeit mit Heinz Bauer
und Angelika Barnekow in GieBen und Ro-
bert Gallo in Bethesda hat Manfred Schartl
in unseren Laboratorien bei Xiphophorus
und seinen Verwandten solche Sequenzen
identifiziert, und zwar bei allen untersuch-
ten Individuen aus allen verfiigbaren Popu-
lationen. Dariiber hinaus wurden die Nu-
kleotidsequenzen dieses viralen Onkogens
bei allen untersuchten Individuen aus 15
Gruppen der vielzelligen Tiere gefunden,
angefangen beim Menschen, iiber Maus,
Schwein, Huhn, Frosch, Knochenfisch,
Haifisch, Neunauge, Lanzettfischen, Kii-
chenschabe, Taschenkrebs, Pfeilschwanz-
krebs, Tintenfisch, Seeanemone bis herun-
ter zu den Schwidmmen.

Das urspriinglich als virales Gen erkannte
Onkogen ist also zugleich ein molekularbio-
logisch definiertes zelluliires Onkogen. Ein-
zeller, Algen, Hefen und Bliitenpflanzen be-
sitzen dieses Onkogen nicht. Wahrschein-
lich ist es in der Evolution der Tiere gleich-
zeitig mit der Entstehung der Vielzelligkeit
der Tiere entstanden, also vor eineinhalb
Milliarden Jahren, als die Schwidmme ent-
standen. Bei Fisch, Frosch, Huhn und — wie
in anderen Laboratorien gefunden wurde —
bei Drosophila und Maus zeigt es seine
hochste Aktivitit — gemessen an der Menge
seiner Genprodukte — in einer frithen Phase
der Embryonalentwicklung. Aber auch im
Verlauf des normalen Individuallebens ei-
nes Fisches zeigt es in manchen Organen,
besonders im Gehirn, hohe Aktivititen. Es
scheint, als ob es in verschiedenen Phasen
der tierischen Entwicklung in verschiede-
nen Organen verschiedene Funktionen aus-

tibt. In den Tumoren von Xiphophorus kann
die Anzahl seiner Kopien und seine Aktivi-
tit bis auf das Fiinfzigfache der Norm an-
steigen. Letztere Erscheinung verdient in-
tensive Untersuchungen, denn sie konnte
ein wesentliches Glied im Ursachengefiige
der Krebsbildung sein.

Beziehung zwischen Tu und c-sre

Durch molekulare Hybridisierung von be-
kannten Onkogen-Proben mit der DNA
von Xiphophorus lie} sich zeigen, dafB} die
normale Korperzelle dieser Fische wenig-
stens zehn Kopien vom chromosomalen
sre-Onkogen (c-src) besitzt. Wenigstens vier
von diesen Kopien haben den gleichen Erb-
gang und die gleiche Lokalisation wie das
formal erschlossene 7Tu. Die c-sre-Expressi-
on (Auswirkung des src-Gens), gemessen an
der Aktivitit eines Produktes (der pp60c-
sre-Kinase) wird durch die gleichen Syste-
me von Regulationsgenen kontrolliert wie
die Tu-Expression, gemessen an der Tu-
morbildung. Zusitzlich eingefiihrte Kopien
von Tu, die einen Dosiseffekt bei der Tu-
morbildung bedingen, zeigen den gleichen
Effekt bei der c-sre-Aktivitat. Gegenwiirtig
wird im Genetischen Institut mit Methoden
der molekularen Hybridisierung am Chro-
mosom gepriift, wie eng die Beziehungen
zwischen 7w und c-sre sind. Offenbar sind
die fiir die Tumorbildung ,kritischen* ¢-
sre-Kopien dort lokalisiert, wo auch Tu
liegt (s. srcin Bild 1).

Eigene Evolution

Neben c¢-sr¢ wurden bei Xiphophorus vier-
zehn weitere Onkogene molekularbiolo-
gisch identifiziert. Einige von ihnen sind
kloniert und sequenziert und werden mit
den entsprechenden Onkogenen anderer
Tiere und des Menschen verglichen. Alle bei
Xiphophorus gefundenen Onkogene kom-
men bei allen Gruppen der Tiere oberhalb
der Fische vor, auch beim Menschen. Un-
terhalb der Fische gibt es Einschrinkungen.
Es scheint, daB die Onkogene in der Stam-
mesgeschichte mit steigender Evolutionshd-
he der Tiere zahlenméBig zugenommen und
gleichzeitig eine eigene Evolution durchlau-
fen haben. Es wird groBler Anstrengungen
bediirfen, bis die Bedeutung der Onkogene
in Evolution, Entwicklung und Tumorbil-
dung verstanden ist.

Auch die molekularbiologische Untersu-
chung derjenigen Gene (Regulationsgene),
die Xiphophorus vor seinen eigenen Krebs-
genen schiitzen, ist im Genetischen Institut
in Angriff genommen worden. Am meisten
wissen wir iiber das Differenzierungsgen
Diff (s.0.). Die Arbeiten schlossen an Beob-
achtungen von Helga Kersten in Erlangen
und Susumu Nishimura in Tokyo an, nach
denen die Transfer-Ribonukleinsduren
(tRNAs) flir die Aminosduren Asparagin,

Asparaginséure, Histidin und Tyrosin in
unvollstindig differenzierten Zellen in der
ersten Position des Antikodons ? das erwar-
tete Guanosin (G) besitzen, wihrend sie in
differenzierten Zellen an dieser Stelle ein
hochmodifiziertes G, ndmlich ein Queuo-
sin (Q), haben. Die Gemeinschaftsarbeit
der Erlanger, Tokyoer und Giellener Ar-
beitsgruppen zeigte, dall das Auftreten der
Q-haltigen tRNAs in den gutartigen Tumo-
ren durch Diff bedingt ist. Wenn Diff defekt
ist oder fehlt, fehlt auch Q. Fiir das Leben
der tumorfreien Tiere hat dies offenbar kei-
ne essentielle Bedeutung. Allerdings sind
die Tumoren, die an solchen Tieren entste-
hen, immer bosartig. Die Q-haltigen
tRNAs stehen wahrscheinlich mit dem Pri-
mireffekt des Diff~Gens in enger Bezie-
hung. Er fiihrt letztlich zu einer terminalen
Differenzierung der neoplastisch transfor-
mierten Zellen, wodurch der gutartige Zu-
stand der Neoplasie bestimmt wird. Uber
die funktionellen und molekularbiologi-
schen Unterschiede zwischen Q-enthalten-
den und Q-freien tRNAs ist nichts be-
kannt.

GroBe Erwartungen setzen wir in das Studi-
um der Kompartimentspezifischen Regula-
tionsgene (s.0.), die, wenn sie geschidigt
oder ausgefallen sind, den Ort der Mela-
nombildung am Fischkoérper bestimmen;
intakte Gene dieses Typs schiitzen vor Me-
lanombildung in dem betreffenden Kom-
partiment des Fischkorpers. Diese Arbeiten
stehen noch ganz am Anfang; doch haben
sie bereits eine Beziechung der komparti-
mentspezifischen Regulationsgene zu den
sog. Homeoboxen aufgedeckt. Homeobo-
xen sind kurze DNA-Abschnitte (180 Ba-
senpaare lang), die vor etwa zwei Jahren
von Schweizer Forschern bei Drosophila
entdeckt und gleich darauf bei allen hierauf
untersuchten Tieren nachgewiesen wurden.
Auch Xiphophorus hat in seiner DNA Ho-
meoboxen. Hier zeigt es sich nun, daB} der
Erbgang der formalgenetisch erfaBBten kom-
partimentspezifischen Regulationsgene mit
dem Erbgang bestimmter molekularbiolo-
gisch erfaBBter Muster der Homeoboxen
iibereinstimmt und dall Mutationen dieser
Regulationsgene, die sich im Auftreten von
Tumoren an Auge, Mund, Riickenflosse
usw. zu erkennen geben, mit Veriinderun-
gen am Muster der Homeoboxen einherge-
hen.

Bald werden einige Hunderte von Onkoge-
nen identifiziert und in ihrem Aufbau be-
kannt werden. Dabei erscheint uns das Stu-
dium der tierischen Onkogene genau so
wertvoll wie das der menschlichen. Nun-
mehr kann damit begonnen werden, die-
jenigen Gene aufzuspiiren, die uns vor
unseren eigenen Krebsgenen schiitzen.

2 (Gemeint ist die Position, die der dritten Position einer
Dreiergruppe von ,,Basen* im genetischen Code gegen-
tibersteht)



