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Studier av mekanismer for melanomuppkomst hos avblekbar skimmel i syfte att utveckla
behandlingsmetoder.
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mikrobiologi, Box 582, 751 23 Uppsala

Bakgrund

Mutationen som orsakar avblekbar skimmel, som ger en vackert vit hast, kan hittas hos en rad
olika hastraser, sasom Arab-, Lipizzaner- och Islandshasten. Denna mutation ar den absolut
vanligaste orsaken till vit teckning hos hastar och har sakerligen bibehallts genom avel for den
prestige som den ger dess agare'. Skimmel-anlaget ar ett dominant anlag gentemot andra
standardfarger. En skimmel fods med normal fargteckning, men borjar bli grahariga redan under
det forsta levnadsaret. De kan vara helt vita vid 6-8 ars alder, d&ven om stora varitioner
forekommer. Noterbart ar att hudpigmenteringen forblir oférandrad. Dessa avblektbara skimlar
drabbas till forbluffande hdg andel av melanom med 6kande alder. Det har uppskattats att 80% av
vita skimlar som har uppnatt en alder av 15 ar har melanom, vilket ar en valdigt ovanlig akomma
hos andra hastar’. De drabbade hastarna kan uppvisa ett flertal kraftigt pigmenterade tumérer.
Dessa tumorer forekommer vid svansrotens undersida, perineum och lapparna, men ocksa i
skelettmusklerna, artarvaggarna eller bukfettet®. Aven om de flesta melanom initialt &r av benign
karaktar, sa kan circa 66% av dessa tumorer Overga till malign form. Histologiska och
immunohistokemiska studier har visat att hudtumdrerna forekommer vid dermis och uppvisar
likheter med b&de humant malignt bl& nevu och humant malignt desmoplastisk melanom®. Ett
flertal av de vita skimlarna utvecklar ocksa en vitiligoliknande avpigmentering av hud, vilket tros
vara ett autoimmunt svar pa narvaron av melanom.

Medicinska och ekonomiska aspekter av melanom hos avblekbar skimmel

Melanom hos skimmel ar vanligtvis av benign karaktar, men dess utveckling maste undersokas
regelbundet da de kan bli stora och orsaka svarare sekundéara hélsoproblem for hasten. Tumorerna
kan Overga till malign fas och ge upphov till dottertumérer i de interna organen. Detta leder
snabbt till sjukdomsframkallad dod eller till avlivning genom veterindrs omsorg. Férutom de
negativa halsoeffekterna hos hasten, sd paverkas ocksd &garen negativt bade emotionellt och
ekonomiskt (veterindrkostnader och vardeminskning).

Olika behandlingsmetoder har testats, med varierande framgang®*. Kirurgist avlagsnande av sma
tumarer kan vara framgangsrikt, men stérre tumarer ar ofta problematiska p.g.a. dess storlek och
frekventa aterfall. Kemoterapi med cytostatika har prévats med varierande resultat, men har
ifrdgasatts pa grund av den diagnostiska osakerheten. Vacciner riktade mot tumdrer &r
kostnadskravande och har hittills inte gett de resultat som 6nskas. Generellt ar det dock sa att det
ar onskvart med valdigt mycket effektivare behandlingsformer av melanom. Utan tvekan sa skulle
identifiering av involverade molekyldra mekanismer bana vdg for utvecklandet av nya satt att
behandla melanomtum@rer hos hast.

Identifiering av mutationen for skimmelanlaget

Mutationen som orskar den avblekbara skimmel anlaget &r en extra kopia (duplicering) av en del
(4.6 kb) av Syntaxin 17 (STX17) genen®. Denna mutation upreglrerar uttrycket av bade genen for
STX17 och den nérliggande genen Nuclear Receptor subfamily 4, group A, member 3 (NR4A3),
vilket tyder pa deras medverkan i upprattandet av den Skimmel-fenotypen. STX17 &r en divergent
medlem i familjen av syntaxin-proteiner (t-SNAREs), vars medlemmar d&r involverade i
intracellular vesikeltransport. Forutom den fulldngdsproteinet STX17 genen kodar for en
trunkerade isoform som saknar den N-terminala delen viktigt for vesikelbildning. Bada
isoformerna &r starkt uppreglerad av Skimmel-mutationen®. Inga tidigare data har indikerat en roll
STX17 i melanocyterna eller i utvecklingen av melanom, har dessutom ingen funktionell mutation
annu beskrivits i nagot annat daggdjur. NR4A3 tillhér NR4A-gruppen av nukledra
hormonreceptorer; en grupp av proteiner involverade i bl.a. reglering av cell cykeln,




programmerad celldéd och initiering av cancertillvaxt®. NR4A proteinerna ar involverade i
processen som foljer vid UV-framkallad skada av DNA i melanocytceller’. Ackumulerande bevis
tyder pd att NR4A familjen kan ha en tumér-framjande roll i humana melanom®,

Vi har tidigare foreslagit en forklaring till varfor samma mutation leder bade till forlust av
pigmentering i héret och melanomutveckling i huden®. V&r hypotes var att skimmelmutationen
stimulerar tillvaxten av pigmentceller och att detta utarmar de stamceller som behdvs for
pigmentering av haren samtidigt som den Okar risken for tumorutveckling av de pigmentceller
som ger upphov till pigment i huden. Vara studier stodjer denna hypotes (se nedan).

Mal

Den overgripande malsattningen med projektet har varit att vidarestudera de underliggande
mekanismerna for skimmelfenotypen i syfte att 1) forbattra var forstaelse om melanocytbiologien
och utvecklandet av melanomtumdrer och 2) utveckla nya effektiva behandlingsmetoder mot
melanom hos skimlar.

Material och metoder

In vitro studier

Skimmelhastmelanom cellinjer

| samarbete med Dr Seltenhammer (University of Veterinary Medicine,Wien, Osterrike) har vi
etablerat och utforligt karakteriserat celllinjer frdn primdra och metastatiska skimmel
melanomtumdrer som anvdndes till att studera de molekyldra mechanismer bakom
skimmelmutationen och evaluering av potentiella behandlingsstrategier med smamolekylara
substanser.

Stabila mus melanocytcellinjer

Vi har skapat stabila mus melanocytcellinjer som 6veruttrycker var och en av de gener som
uppregleras av Skimmel-mutationen i hdstmelanocyter och melanom (i.e. NR4A3, STX17
fullangd och STX17 trunkerade proteiner) for att att detaljstudera de mekanismer som ovan
ndmda gener stimulerar for aktivering av respektive signaleringsvag for 6kad celldelning.

In vivo studier

"knock-in" transgen maoss

For att kunna studera effekterna av mutationen i skimmel och utvecklandet av melanom, i ett
fysiologiskt sammanhang, sa har vi genererat en "knock-in" transgen mus som ha den ortologa
STX17-regionen utbytt mot hastens skimmelmutation. Den modell ska ocksa anvandas till att
testa olika behandlingsstrategier for melanomtumorer.

Transgena zebrafiskar

| samarbete med Dr.Tom Becker (University of Sydney, Australia) har vi genererat transgena
zebrafiskar som bar pa STX17-duplikationen fran hast fuserat till en eGFP-reporter for att studera
uttrycksmaonster under embryoutvecklingen hos zebrafisk.

Molekylérbiologiska och Biokemiska metoder

For att studera molekyldra och biokemiska handelser bakom skimmelmutationen har olika
metoder anvénts t.ex. immunoprecipitering, Western, Northern, blots, olika typ PCR, luciferase
assays, immunohisto- och cytokemi, flow cytometri, osv.

Nésta-generations sekvensning
Vi har anvént sequence capture och nasta-generations sekvensning for re-sekvensning av skimmel
haplotypen.

Resultat och diskussion



Verkningsmekanismen bakom skimmelmutationen

Analys av den regulatoriska potentialen av STX17 duplikationen®

| samarbete med Dr.Tom Becker (University of Sydney, Australia) har vi genererat transgena
zebrafiskar som bar pa STX17-duplikationen fran hast fuserat till en eGFP-reporter och studerat
uttrycksmaonster under embryoutvecklingen hos zebrafisk. Vara data visar att tva kopior av det
duplicerade segmentet verkar som en kraftfull forstarkare i neuronala crest celler och har
melonoforspecifik aktivitet under

zebrafiskens embryogenes
(Fig. 1), medans en kopia
av det duplicerade
segmentet verkas som en
svagare forstarkare. Dessa
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skimmel.Vi har vidare
utfort luciferase reporter
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vavnadsspecifika

Figure 1. Transgen zebrafisk embryos som uttrycker eGFP under kontroll av den

. duplicerade (tva kopior; STX17-DUP) hastsekvensen uppstréms av en zebrafisk
aktiviter av dessa gata2 promotor. Ovesrt: Live bilder fran dag 1 efter befruktning (1dpf; D1) som visar
element. En av  reporter uttryck i neural crest. D, E, F: Bilder vid 2dpf (D2) som visar uttryck i
regionerna  upreglerade  differentsierande melanocyter. D3: Forstoring av dorsala melanoforer, som visar den

reporter genen specifi Kt i epiteliala formen pa dessa celler och co-uttryck med melanin.

melanocyter; en region

som innehdller tva MITF (Microphthalmia-accosiated transcription factor) bindningsstallen
essentiella for aktiviteten. MITF reglerar utveckling av melanocyten och dessa av oss pavisade
bindningsstallen ar valdigt spannande kandidater for mediering av den melanocytspecifika
aktiviteten hos dessa element. Dessa resultat ger stark support for den mekanistiska funktionen av
STX17-duplikationen och ger en forklaring till den melanocytspecifika effekten hos Grey allelen
hos avblekbar skimmel.

Analys av kopietalsvariation av STX17 duplikationen i melanom hos skimmel

Ett forekommande fenomen &r att duplikationer som orsakar en fenotyp, kan finnas i olika
kopietal. Ju mer kopior desto starkare fenotyp.Vi har dérfor studerat om duplikation av STX17
visar kopietalsvariation hos skimmel. Vara data visar entydigt olika kopietal i DNA fran blod
jamfort med fran tumor. De hogsta kopietalen forekom i tumorer klassade som aggresiva eller
fran hastar som avlivats pa grund av interna tumarer (Fig 2, tabell 1). Dessa resultat pavisar att
mutationen agerar som ett melanomdrivande regulatoriskt element. Vidare sa har vi anvént
sequence capture och nasta-generations sekvensning for re-sekvensning av hela den 352 kb stora
Grey haplotypen. detta gjordes for att utesluta mojligheten att andra polymorfismer visar en
associering till fenotypen av STX17 duplikationen, och som da potentiellt skulle kunna bidra till
fenotypen. Vi har ej hittat andra mutationer som associerar starkt till fenotypen, vilket konfirmerar
att STX17 duplikationen &r den enda drivande mutationen hos skimmel.
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Figure 2. Kopietalsanalys av STX17 duplikationen i DNA fran kontroll (blod) DNA vs. melanoma DNA
(c=kontroll DNA, mel=melanom DNA) genom anvédndandet av tre oberoende prober; IN=internt i den
duplicerade sekvensen, OUT= utanfor den duplicerade sekvensen och BP=grdnsen mellan den 5’-
flankerade sekvensen och 5’-dndan av duplikationen. Provet “Calibr” &r en g/g individ med ett ként
kopietal av 2, som anvands som kalibrator i analysen. Blod DNA fran en G/g och en G/G hast testades i
analyses och resultatet ar visat som en referens for forvantat kopietal for varje genotyp. Rak parantes
grupperar hast melanom cellinjerna eller det parvisa DNA:t fran blod och melanom prover. Felmarginaler
representerar kopietalsfrekvensen erhallet fran quadripla prover i varje analys som erhallits fran
mjukvaran CopyCaller.
ID Grey  Type Breed Comments
Calibrator  g/g gDNA Avrabian Calibrator in analysis
Ref G/g Glg gDNA Thoroughbred Genotype reference
Ref G/G GIG gDNA Lipizzaner Genotype reference
HO-MelL  Gl/g Equine melanoma cell line Lipizzaner Normal growth
HO-MelA  Glg Equine melanoma cell line Arabian Malignant
M1 Glg Equine melanoma cell line Irish warmblood Normal growth
M14 GIG Equine melanoma cell line Andalusian Malignant
ID1 Glg tumour DNA Thoroughbred Euthanized due to melanoma tumours
1D2 GIG gDNA + tumour DNA Shagya Arabian Euthanized due to melanoma tumours
ID3 Glg gDNA + tumour DNA Swedish warmblood  Euthanized due to melanoma tumours
D4 Glg gDNA + tumour DNA Connemara Cremello (few pigments), euthanized due

to laminatis, very small melanomas

Tabell 1. Prover anvanda i kopietalsanalys av Skimmel-lokuset

Molekylara kedjor som paverkas av skimmelmutationen

Konstant aktivering av ERK-signaleringskedjan™

Vi har visat att MEK/ERK-signaleringskedjan ar konstant aktiverad i hastens melanomaceller (Fig
3 till vanster) och ger en tillvaxtbefrdmjande signal i dessa celler. Denna signaleringskedja spelar
en central roll for melanocytens normala celldelning och konstant aktivering av ERK1/2 har en
stark koppling till utvecklandet av melanom12. Vidare sa har vi hittat hdga nivaer av aktivt
ERKZ1/2 &ven i normala epidermala melanocyter hos Skimmlar men inte hos icke-Skimmlar (Fig 3
till hoger), vilket tyder pa att Skimmel melanocyter ar predisponerade for melanom. Till skillnad



fran de flesta humana melanom, vars aktiveringen av ERK signalering ar kopplat till aktiverande
mutationer i eller uppstroms av MEK/ERK-signaleringskedjan, sa finns inte sddana mutationer i
melanom hos hast. Dessa fynd tyder pa att narvaron av skimmelmutationen ar en ny mekanism
som orsakar konstant aktivering av MEK/ERKSsignaleringskedjan i melanocyter. Vi foreslar en
overgripande mekanism dar Skimmelmutationen forst orsakar signifikant 6kad aktivering av ERK
signalering och en efterféljande expansion av antalet mutationskopior driver utvecklandet av
melanom genom an mer 6kad aktivering av ERK.
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hogre prolifireringshastighet och

tumortillvaxt i nakna moss, samt en ndra haploid uppséttning av kromosomer; dar priméra
cellinjen har en nara diploids uppsattning. Vi har ocksd analyserat aktivering av olika
signaleringsvagar under utvecklandet av melanom. Medans aktiveringsnivaerna hos ERK var
signifikant 6kad i bada cellinjerna sa var PI3K/Akt endast aktiverad i den metastatiska cellinjen,
vilket verkar ge ett skydd mot apoptos och en progression mot metastasis hos humana melanom.
PI3K/Akt kan darmed vara involverat ocksa i utvecklandet mot metastaser i melanom hos
skimmel. Aktivering av PI3K/Akt skedde samtidigt som en forlust av PTEN tumdrsuppressor;
vilket ofta ses i human melanom. Analys av expressionnivaer av andra viktiga tumaorsupressorer,
p16 och p53, bada paverkade i melanom, visade att p53 var starkt uppreglerat i bada cellinjerna,
medans p16 var detekterbar i den primara cellinjen sa var den helt odekterterbar i den metastatiska
cellinjen. Detta visar potentiellt att tumdrsupresssorn p16 har en roll i utvecklandet av melanom.

Funktionella betydelsen av de gener som péverkas av skimmelmutationen®®

Studier i de nyskapade stabila mus melanocytcellinjer som Gveruttrycker var och en av de gener
som uppregleras av Skimmel-mutationen i h&stmelanocyter och melanom (i.e. NR4A3, STX17
fullangd och STX17 trunkerade proteiner) har visat att NR4A3 proteinet starkt uppreglerar ERK-
kedjan vid stimulering , medan den trunkerade STX17 har upreglerande effekt pa Akt-kedjan i
bade ostimulerad och stimulerad tillstand. Dessutom sa har vi data for att kombinerad verkan av
dessa gener Okar deras effekt pa de respektive signaleringskedjorna . Detta aterspeglas av deras
stimulerande effekt pa celldelning, med den starkaste effekten uppnatt av NR4A3. Dessa resultat
tyder pa att dessa gener kan fungera som onkogener i melanocyter och bana vagen for utveckling
av genspecifika behandlingsstrategier.

Skapandet av transgena moss

For att kunna studera effekterna av mutationen i skimmel och utvecklandet av melanom, i ett
fysiologiskt sammanhang, sa genererade vi "knock-in" transgena moss som har den ortologa
STX17-regionen utbytt mot héstens skimmelmutation. Denna skimmelmus kommer férutom
anvandning i studier av mekanismer for tillvéxt av melanom, vara grund for test av terapeutiska



behandlingstrategier for in vivo behandling av melanomtumorer.

Tillampad forskning

Det andra projektets mal var att resultaten frdn var grundlaggande forskning, av de de
underliggande mekanismerna for skimmelfenotypen, ska kunna anvéndas for att utveckla nya
effektiva behandlingsmetoder mot melanom hos dessa hastar. Vara resultat fran tidigare studier
indikerar att HSP90, C- och BRAF kinases, MEK/ERK och PIK3/Akt ar potentiella maltavlor for
farmaceutisk behandling av melanom hos skimmelhédst. Vi har ocksd visat att vissa
smamolekylara substanser mot ovannamnda aktorer har en effektiv verkan i cellinjer som har sitt
ursprung fran hast melanom.

Vi ska darfor vidaretesta dessa amnen pa vara "knock-in" transgena moss tumorer att sedan
bestdmma vilka av dessa substanser kan vidare testas pa melanomtumarer hos skimmel hastar.
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Ovrig resultatférmedling

Vi publicerar i bade vetenskapliga och populdrvetenskapliga tidskrifter (se ovan namnda
publikationer) och haller ofta muntlig féredrag pa olika nationella och internationella konferenser.
Vi far ofta halla muntlig framstallan vid olika internationella konferenser(se ovan namnda
konferensbidrag). De data som vi presenterar, med Stiftelsen Hé&stforskning beskriven som
finansiéar, vacker stort intresse hos forskare, veterinarer och andra.

Under projekttiden anslagsmottagaren och en av vara samarbetspartner inom projektet, Dr
Seltenhammer blev inbjudna att halla ett seminarium hos Prof. Dot Bennett, University of
London, UK, som senare resulterade i samarbete for odling av melanocyter och melanomceller.
Anslagsmottagaren har vid annat tilfalle hallit ett foredrag for veterinarer och hastuppfodare vid
Federal Stud Piber (K&flach, Austria).

Vidare har resultaten fran forskningen presenterats for olika studentgrupper i olika kurser och
andra sammanhang vid heminstitutionen.

Vara resultat har ocksa spridits via publicering pa websidor (t.ex. HastSverige, Formas)

Ovrigt

Sammantaget har studierna varit mycket fruktsamma och lett till flera forskningssamarbeten bade
nationellt och internationellt (SLU; St. George’s, University of London, UK; University of
Veterinary Medicine, Wien, Osterrike; University of Natural Resources and Applied Life
Sciences, Wien, Osterrike; INRA-ENVA, France; University of Sydney, Australia).
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