Slutrapport for projekt nr H0947284 Karaktirisering av mekanismer som orsakar
melanom hos avblekbar skimmel

Bakgrund

Mutationen som orsakar
avblekbar skimmel, som ger en vackert
vit hést, kan hittas hos en rad olika
héstraser, saisom Arab-, Lipizzaner- och
Islandshésten. Denna mutation dr den
absolut vanligaste orsaken till vit
teckning hos histar och har sékerligen
bibehallts genom avel for den prestige
som den ger dess dgare (Sponenberg
2003). Skimmel-anlaget dr ett dominant
anlag gentemot andra standardférger.
En skimmel f6ds med normal
fargteckning, men borjar bli grahariga
redan under det forsta levnadsaret. De
kan vara helt_ Ylta vid 6-8 ars ﬁlder’ dven Fig 1. Skimmel fnotyper . (a) En delvis paralyserad skimmel
om stora varitioner forekommer. diagnosticerad med multipla interna melanommetastaser. De
Noterbart i att hudpigmenteringen {3 cryadna et en Ll uktonelpgmentrin  dn.
forblir ofériandrad (Fig 1a). (malning av David Ehrenstrahl). (c) Intern melanom hos skimmel.

Dessa avblektbara skimlar (d) Skimmel med vitiligo, grad 3.
drabbas till forbluffande hog 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 &r
en vildigt ovanlig &komma hos andra histar (Sutton och Coleman 1997). De drabbade
hiéstarna kan uppvisa ett flertal kraftigt pigmenterade tumorer. Dessa tumorer férekommer vid
svansrotens undersida, perineum och ldpparna, men ocksa i skelettmusklerna, artirviggarna
eller bukfettet (Seltenhammer et al. 2004). Aven om de flesta melanom initialt 4r av benign
karaktir, sa kan 6ver 60% av dessa tumorer 6verga till malign form. Histologiska och
immunohistokemiska studier har visat att hudtumorerna forekommer vid dermis och uppvisar
likheter med bade humant malignt bla nevu och humant malignt desmoplastisk melanom
(Seltenhammer et al. 2004). Ett flertal av de vita skimlarna utvecklar ocksa en vitiligo-
liknande avpigmentering av hud, vilket tros vara ett autoimmunt svar pa ndrvaron av
melanom (Fig 1d).

Medicinska och ekonomiska aspekter av melanom hos avblekbar skimmel

Melanom hos skimmel &r vanligtvis av benign karaktir, men dess utveckling maste
undersokas regelbundet da de kan bli stora och orsaka svarare sekundira hélsoproblem for
hésten. Tumorerna kan Gverga till malign fas och ge upphov till dottetumérer i de interna
organen (Fig 1c). Detta leder snabbt till sjukdomsframkallad dod eller till avlivning genom
veterindrs omsorg. Forutom de negativa hélsoeffekterna hos histen, sa paverkas ocksa dgaren
negativt bade emotionellt och ekonomiskt (veterindrkostnader och viardeminskning).

Olika behandlingsmetoder har testats, med varierande framgang (Sutton och Coleman,
1997; Champion, 2003). Kirurgist avldgsnande av sma tumorer kan vara framgangsrikt, men



storre tumorer &r ofta problematiska p.g.a. dess storlek och frekventa aterfall. Kemoterapi
med cytostatika har provats med varierande resultat, men har ifragasatts pa grund av den
diagnostiska osidkerheten. Vacciner riktade mot tumorer dr kostnadskrdvande och har hittills
inte gett de resultat som 6nskas. Generellt dr det dock sa att det dr 6nskvirt med vildigt
mycket effektivare behandlingsformer av melanom. Utan tvekan sa skulle identifiering av
involverade molekyldra mekanismer bana vig for utvecklandet av nya sitt att behandla
melanomtumérer hos hist.

Identifiering av mutationen for skimmelanlaget

Var grupp har identifierat en kromosomal region, innehéllande fyra olika gener, som delades
av alla skimlar (Pielberg et al., 2005). Vi har nu identifierat den exakta mutationen som &r
unikt associerad med den avblekbara skimmel anlaget (Rosengren-Pielberg et al., 2008).
Mutationen i sig dr en extra kopia (duplicering) av en del av syntaxin 17 (STX17) genen.
Denna mutation dndrar inte strukturen av proteinet STX17, utan paverkar istillet regleringen
av bade genen for STX17 och den nérliggande genen NR4A3. Var studie pavisade abnormalt
hoga nivaer av mRNA och protein fran de tva generna i melanom hos avblekbar skimmel.
STX17 tillhér familjen av syntaxin-proteiner (t-SNARE?s), vars proteiner &r involverade
i intracelluldr vesikeltransport. Generellt sa dr syntaxinerna vil konserverade mellan olika
arter och finns hos alla eukaryoter. Den priméra proteinstrukturen for STX17 skiljer sig
markant fran andra syntaxiner (Steegmaier et al. 1998) och vildigt fa studier finns pa denna
atypiska medlem. STX17 finns partiellt vid det endoplasmatiska retikulumet och kan dven
aterfinnas i cellkérnan i vissa cancerceller (Zhang et al. 2005). Vi har ocksa visat att STX17
genen kodar for ett alternativt transkript (STX17_short), som é&r signifikant mycket kortare dn
det normala fullingdstranskriptet (Rosengren-Pielberg et al 2008). Forekomsten av
STX17_short dr ocksa den starkt forhojd i melanomatumorerna, jamforbart med STX17_long.
NR4A3 tillhér NR4A-gruppen av nukledra hormonreceptorer; en grupp av proteiner
involverade i bl.a. reglering av cell cykeln, programmerad cellddd och initiering av
cancertillviaxt. Nyligen sa visades det att NR4A1 och NR4A2 potentiellt dr involverade i
processen som foljer vid UV-framkallad skada av DNA i melanocytceller (Smith et al. 2008).
Inga tidigare studier har kopplat STX17 och NR4A3 till pigmentering eller utveckling av
melanom. Vara tidigare studier hér i Uppsala pavisade en ny, tidigare okidnd, mekanism for
reglering av melanocytceller hos didggdjur. Var hypotes var da att skimmelmutationen
stimulerar tillvixten av pigmentceller och att detta utarmar de stamceller som behovs for
pigmentering av haren samtidigt som den Okar risken for tumorutveckling av de pigmentceller
som ger upphov till pigment i huden. Vara senaste studier av de molekyldra mekanismer
involverade i uppkomsten av melanom hos hist stodjer denna hypotes (se nedan).

Resultat och Diskussion

In vitro/in vivo studier av intracellular signalering i skimmel melanom (Jiang et al., 2011,

submitterad)




Som vi beskrev i den
tidigare ansokan, sa
har vi upptéckt att
MEK/ERK-
signalerings kedjan &r
konstant aktiverad i
histens
melanomaceller och
vidvnad. Denna
signaleringskedja
spelar en central roll
melanocytens normala
celldelning och
konstant aktivering av
ERK1/2 har en stark
koppling till
utvecklandet av
melanom (Davies et al.
2002). Aktiverande
mutationer i NRAS

och BRAF, tva
proteiner uppstroms i
ERK1/2-
signaleringskedjan,
hittas i 15% och 66%,
respektive, all
melanom hos

maénniska (Davies et al.
2002). Nivén av aktiv
ERK1/2 som vi har sett i
hést melanomceller dr pa
samma nivaer som i
humana melanomceller
med aktiverande NRAF
och BRAF; trots att NRAF
och BRAF ej dr muterade
hos hist.

Vi har nu gatt vidare
med vara in vitro studier
av ERK-signaleringsvigen
i GHM och borjat
analysera vad som hinder
in vivo. Vi har kunnat
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Figur 2. (A) pERK uttryck hos hudmelanocyter fran icke-skimmel (al, 2) och
skimmel (b1, 2). p-ERK1/2 uttryck i melanom hos icke-skimmel (c1, 2) och
skimmel (d1, 2). Den totala médngden ERK1/2 &r of6rindrad i de bagge
melanomtyperna (ej visat). a3, b3, c3, d3, ir respektive ljusbild av de olika
sektionerna. (B,C,D,E) Effekt av under- och 6verutryck av STX17 och NR4A3
pa aktivering av ERK1/2 och prolifiering av melanomceller. (B, C, D) GHM-
celler transfekterades med antigen random siRNA (siNeg) eller siRNA specifik
for STX17_long (siSTX17L), STX17_short (siSTX17S) eller NR4A3
(siNR4A3). (B) Analys med qPCR pa random siRNA-normaliserat uttryck av
STX17_long, STX17s_short eller NR4A3 efter siRNA-behandling. (C) Effekt av
siRNA behandling pa ERK1/2-aktivering i GHM-celler, uttryckt som mean + s.d
i tre oberoende forsok utforda i tre biologiska triplikat. (D) Effekten av siRNA-
behandling pa cell prolifiering hos GHM-celler. (D) och (E) Humana melanom
MS5-celler transfekterades med antigen FLAG-taggad STX17_long (FL-
STX17L), STX17_short (FL-STX17S), NR4A3 (FL-NR4A3) eller tom vektor
(FL) under 24-48 timmar. Aktivering av ERK1/2 bestimdes som i (C).

konfirmera att aktivering av ERK sker i 17 olika priméra skimmel melanom prover, trots
avsaknad av kédnda somatiska onkogenmutationer (Fig. 2 A) Notervért dr att hoga nivaer av
aktivt ERK ocksa pavisades i normala epidermala melanocyter fran skimmel, men ej i
melanocyter fran icke-skimmel (Fig. 2A). Detta viktiga fynd kan tolkas som sa att mojligen sa
dr alla normala epidermala melanocyter hos skimmel predisponerade for potentiel utveckling

av melanom.



I ett nésta steg sa har vi genom att anvidnda farmaceutiska inhibitorer sa visade vi att
ERK-signaleringskedjan verkligen &dr nodvéndig for celldelning i histens melanomceller.
Dessa data indikerar att denna signaleringskedja dr en potential méaltavla for medicinsk
behandling av denna typ av melanom hos hist. Vidare sa har vi analyserat effekten av
uppreglerad mingd av STX17 (lang och kort) och NR4A3 pa aktiveringsnivan hos ERK1/2 i
hist melanomceller och kunde se att alla tre har en aktiverande verkan pa ERK-
signaleringskedjan (Fig. 2C) och celldelning i dessa celler (Fig 2D). Vara data indikerar att
dessa proteiner ocksa har relevans i minniska, eftersom overuttryck av STX17 och NR4A3 i
humana melanom celler gav en 6kad aktivering av ERK-signaleringskedjan. Dessa fynd kan
tolkas som sa att baide NR4A3 och de tva isoformerna av STX17 kan agera i det tidigt
stadium av GHM och ér darfor virda att studera som maltavlor for smamolekyldra substanser
for behandlning av GHM.

Tva viktiga proteiner i utvecklandet av melanom hos méinniska och mus ar
tumorsupressorerna p16INK4A och p53. Andrade uttrycksmonster av dessa och andra proteiner
i dess signaleringskedja har visats vara direkt kopplat till melanombildning. Vi har dérfor
undersokt p16INK4A och p53 och dess eventuella roll i utvecklandet av melanom hos bade
skimmel och icke-skimmel. Véra data visar att ned-reglering av mingden p16™<** ir
associerad med malignt melanom tumorer bade hos skimmel och icke-skimmel och kan alltsa
ha en viktig roll ocksa for utvecklandet av melanom hos hist. Vi har dven indikation pa ett
okat uttryck av p53 i de bigga hidstmelanomtyperna, men vi har i nulédget inte tillrackligt med
data for att kunna styrka en roll f6r dven p53 i utvecklandet av melanom hos hist.

Slutsatsen fran vara studier styrker en viktig role av ERK-signaleringskedjan i de tidiga
faserna av utvecklandet av melanom hos didggdjur, vilket indikerar att melanom hos avblekbar
skimmel dr en attraktiv modell for generella studier av melanomets olika utvecklingsfaser.

In vitro studier i stabila melan-a cellinjer

Som vi har indikerat en tidigare ansokan till SHF, sa har vi haft for avsikt att skapa stabilt
overuttryckande mus melanocytcellinjer (baserat pa en melan-a cellinje fran var
samarbetspartner Prof. Bennett, University of London), for att vidare kunna studera de
molekyldra mekanismer som orsakar avblekning och melanom. Genom att anvénda tva-stegs
Flp-In systemet (Invitrogen) sa har vi kommit ett steg ndrmare med detta. I det forsta steget sa
integreras en malplasmid i cellinjens genom-DNA. I det andra steget sa integreras en STX17-
eller NR4A3-innehallande DNA-kassett, med ett speciellt enzymsystem, specifikt inuti
malvektorn. Pa detta sitt skapas tva separata dottercellinjer dir 6verutryck av STX17 eller
NR4A3 inte paverkas positionellt pa det sitt som eventuellt kunde ske om de var integrerade
pa olika positioner i genomet. Vi har nu skapat modercellinjen och denna kommer anvindas
for att introducera DN A-kassetter for STX17_short, STX17_long och NR4A3. De
overuttryckande cellinjerna kommer pa ett bittre och mer specifikt sitt utvirdera STX17 och
NR4A3 roller i de intracellulidra signaleringskedjor som orsakar 6kad celldelning hos
skimmelmelanom.

Biokemiska studier (Golovko et al., manuskript under preparation)

Vi har tidigare identifierat att proteinet HSP90 direkt kan binda till den C-terminala delen av
STX17 i jast 2-hybrid systemet. Detta var ett riktigt intressant fynd da HSP9O0 har tilldelats
en roll i ett flertal olika cancerformer, inkluderat melanom. Vi har nu med
immunoprecipitering sett att denna interaktion sker mellan STX17_lang och HSP90 i tva
olika skimmel melanomcellinjer (Fig 3a). Vi kunde dock inte se nagon interaktion mellan
STX17_kort och HSP90. En mgjlig forklaring till denna skillnad &r mojligtvis att
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har vi behandlat skimmel

melanomcellinjerna med  Figur 3. (a) STX17_long och HSP90 i komplex. STX17_long och HSP90
17- var co-immunoprecipiterade (IP) frin GHM cellinjer (Ho-M-A och Ho-M-L)
med specifika antikroppar och komplexen var immunoblottade (WB) for

. HSP90 och STX17_long. IgG som negativ kontroll vid IP. (b) Inhibering av
(17AAC{)’ en specifik ce?ldi(l)ning l?os GHM ceguiri‘g vid behfndling med 17AAG.((c)) 17AAG-g
HSP90-inhibitor. Denna inducerad inhibering av BRAF-uttryck och ERK-aktivering (pERK-aktiverat
behandling med 17AAG ERK)

sénkte prolifereringen

med 70% i bada cellinjerna (Fig. 3b), vilket indikerar att HSP9O &r viktigt dven for
prolifiering i skimmel melanonceller. Behandlingen med 17AAG minskade ocksa drastiskt
aktivering av ERK1/2 (Fig. 3c), vilket indikerar en roll for HSP90 i aktiveringen av
signalering av ERK. Andra studier har visat att HSP90 paverkar stabilitet och aktivitet hos
flera andra cancerrelaterade proteiner, inkluderat BRAF (Babchia et al, 2008). Vi kunde se att
17AAG-inhibering av HSP90 i skimmel melanocellerna gav signifikant ligre nivaer av
BRAF, vilken tydde pa att HSP90 interagerar med BRAF dven i vart modellsystem. Vi har nu
med immunoprecipitering bekriftat en sadan interaktion i Skimmel melanomcellinjerna. Vara
prelimindra data visar ocksa att STX17_long &r i samma komplex som HSP90/BRAF. Vidare
sa gav behandlingen med 17AAG en signifikant ldgre aktiveringsniva av ERK1/2. Vi héller
for narvarande pa med djupare analyser av BRAFs roll i ERK-signaleringskedjan och
prolifiering i skimmel melanom celler. Dessa vidare analyser kommer, som vi tror, stodja var
hypotes att BRAF, HSP90, STX17 och ERK1/2 verkar i samma signaleringskedja som styr
prolifiering i skimmel melanomcellerna.

allylaminogeldanamycin

Analys av den regulatoriska potentialen av STX17 duplikationen (Sundstrom et al., 2001a)

I samarbete med Dr.Tom Becker (University of Sydney, Australia) har vi genererat transgena
zebrafiskar som bdr pa STX17-duplikationen fran hést fuserat till en eGFP-reporter och
studerat uttrycksmonster under embryoutvecklingen hos zebrafisk. Vara data visar att tva
kopior av det duplicerade segmentet verkar som en kraftfull forstirkare i neuronala crest
celler och har melonoforspecifik aktivitet under zebrafiskens embryogenes (Fig. 4), medans
en kopia av det duplicerade segmentet verkas som en svagare forstidrkare. Dessa effekter &r
helt konsistenta med fenotypen av Grey-mutationen hos skimmel. Vi har vidare utfort
luciferase reporter assays i mus melan-a celler, for att studera de regulatoriska regionerna i
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Figure 4. Transgen zebrafisk embryos som uttrycker eGFP under kontroll av
den duplicerade (tva kopior; STX17-DUP) histsekvensen uppstroms av en
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aktiviteten. MITF
reglerar utveckling
av melanocyten och
dessa av oss
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véildigt spénnande zebrafisk gata2 promotor. Ovesrt: Live bilder fran dag 1 efter befruktning
kandidater for (1dpf; D1) som visar reporter uttryck i neural crest. D, E, F: Bilder vid 2dpf
mediering av den (D2) som visar uttryck i differentsierande melanocyter. D3: Forstoring av

dorsala melanoforer, som visar den epiteliala formen pé dessa celler och co-

melanocytspecifika
yisp uttryck med melanin.

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 (Sundstrom et

al., 2001b)

Ett férekommande fenomen #r att duplikationer som orsakar en fenotyp, kan finnas i olika
kopietal. Ju mer kopior desto starkare fenotyp. Vi har déarfor 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 histar som avlivats pa grund av interna tumorer (Fig 5, tabell 1). Dessa
resultat pavisar att mutationen agerar som ett melanomdrivande regulatoriskt element. Vidare
sa har vi anvint sequence capture och nista-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 dr den enda drivande
mutationen hos skimmel.
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Figure 4. Kopietalsanalys av STX/7 duplikationen i DNA fran kontroll (blod) DNA vs.
melanoma DNA (c=kontroll DNA, mel=melanom DNA) genom anvéndandet av tre oberoende
prober; IN=internt i den duplicerade sekvensen, OUT= utanfor den duplicerade sekvensen och
BP=grinsen mellan den 5’-flankerade sekvensen och 5’-dndan av duplikationen. Provet
“Calibr” dr en g/g individ med ett ként kopietal av 2, som anvinds som kalibrator i analysen.
Blod DNA fran en G/g och en G/G hist testades i analyses och resultatet 4r visat som en
referens for forvintat kopietal for varje genotyp. Rak parantes grupperar hist melanom
cellinjerna eller det parvisa DNA:t fran blod och melanom prover. Felmarginaler representerar
kopietalsfrekvensen erhéllet fran quadripla prover i varje analys som erhallits fran mjukvaran
CopyCaller.
ID Grey Type Breed Comments
Calibrator g/g gDNA Arabian Calibrator in analysis
Ref G/g G/g gDNA Thoroughbred Genotype reference
Ref G/G G/G  gDNA Lipizzaner Genotype reference
HO-MelL G/g Equine melanoma cell line Lipizzaner Normal growth
HO-MelA G/g Equine melanoma cell line Arabian Malignant
Ml G/g Equine melanoma cell line Irish warmblood Normal growth
M14 G/G  Equine melanoma cell line Andalusian Malignant
ID1 G/g tumour DNA Thoroughbred Euthanized due to melanoma tumours
ID2 G/G  gDNA + tumour DNA Shagya Arabian Euthanized due to melanoma tumours
ID3 G/g gDNA + tumour DNA Swedish warmblood  Euthanized due to melanoma tumours
D4 Glg aDNA + tumour DNA Connemara Cremello (few pigments), euthanized due to

laminatis, very small melanomas

Tabell 1. Prover anvénda i kopietalsanalys av Grey-lokuset

Detta projekt har erhallit stor uppmérksamhet fran vetenskapligt, veterindrer och medicinska
sillskap. Pa olika internationella konferenser och moten blir vi ofta utvalda att ge muntliga
presentationer. Under 2011 sa deltog huvudsokande pa ett arliga aterkommande
internationella mote, organiserat av The European Society for Pigment Cell and Melanoma
Research, och dn en gang sa fick huvudsokande presentera gruppens vetenskapliga resultat
muntligt. De data som presenterade, med SHF som uttrycklig bidragsgivare, fick bra respons
och, mer viktigt, ett flertal internationella samarbeten initierades. Bland annat sa blev
huvudsokande, tillsamman med en projektsamarbetspartner (Dr. Seltenhammer) direkt
inbjudna att efter konferensen ge ett seminarium hos en a konferensens organisatorer, Prof.
Dot Bennet, University of London, St. Georges, Division of Biochemical Srudies. Detta
resulterade i en uppstart av dnnu ett mycket intressant samarbetsprojekt. Vi haller ocksa pa att



forbereda skrivandet av en populdrvetenskaplig artikel rorande vara senaste resultat, sa fort
som vara rent vetenskaplika artiklar har publicerats.

Slutligen, det dr véldigt glddjande for projektet och min egen skull att styrkan och
framgangen i var forskning, nu har lett till ett flertal initierade samarbeten med internationellt
erkénda aktorer.
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