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Summary

SASHL1 is considered to be a tumor suppressor in various solid tumor entities and potentially
influences various (patho-)physiological processes such as epithelial-mesenchymal transition,
apoptosis or gene regulation. In this context, there is increasing evidence that germline mutations
in SASH1 are associated with human pigmentary disorders, although the exact mechanism has
not yet been elucidated. In this work, we first describe the Sash1?" mouse model, which pre-
sents different phenotypes depending on the genetic background. Insertion of a gene trap vector
into the Sashl locus resulted in significantly reduced expression of Sashl at the transcript level
in different tissues in both hetero- and homozygous animals. In proteomic analysis of brain tis-
sues, the level of Sashl was highly significantly reduced, but peptides of the protein continued to
be detectable at low abundance. Underscoring its role as a tissue-spanning tumor suppressor,
Sashl-deficient mice in the Sv129 background showed a highly significant increase in the number
of tumors in various organ systems (including lung, intestine, skin) than their littermates. This
allowed translation of the observation of higher tumor incidence and earlier age of onset of dis-
ease in female mice to humans: in alignment with published TCGA data, significantly more fe-
males are affected by tumors with a SASH1 deletion than males. After backcrossing to the
C57BI/6N background, Sash1""" mice with a dilute phenotype possessed a homogeneous gray
coat color. To investigate the role of Sashl in pigmentation, SASH1-deficient human melanoma
cells were generated using the CRISPR/Cas9 system. Here, SASH1 deficiency did not affect
migration, proliferation, or melanogenesis, but did affect their ability to exocytosis. The absence
of SASH1 caused an accumulation of intracellular melanin, whereas exogenous SASH1 expres-
sion could remedy this effect. Mechanistically, a previously unknown interaction of SASH1 with
EXOCS involved in exocytosis was demonstrated and suggested as a mechanism for the ob-
served dilute phenotype in homozygous Sash1?*" mice. Furthermore, the prognostic and pre-
dictive power of SASH1 expression for predicting recurrent metastases in stage lll human colon
carcinomas was investigated. Although SASH1 expression was significantly reduced at the
MRNA level compared with normal tissue, metastasis-free survival analyses revealed a group of
patients with high SASH1 expression who had a significantly higher risk of distant metastases. In
summary, the present work used cell-based and murine models, as well as studies of human
tumor samples, to demonstrate a functional contribution of SASH1 in tumorigenesis and pigmen-

tation.
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Zusammenfassung

SASH1 gilt als Tumorsuppressor in verschiedenen soliden Tumorentitdten und besitzt potenziell
Einfluss auf verschiedene (patho-)physiologische Vorgange wie etwa der Epithelial-mesen-
chymalen Transition, der Apoptose oder der Genregulierung. Dabei mehren sich die Hinweise,
dass Keimbahnmutationen in SASH1 mit humanen Pigmentstérungen assoziiert sind, wobei der
genaue Mechanismus bisher nicht geklart ist. In dieser Arbeit wird das Sash1?®-Mausmodell
erstbeschrieben, welches je nach genetischem Hintergrund unterschiedliche Phanotypen prasen-
tiert. Die Insertion eines Gene Trap Vektors in den Sashl-Lokus fuihrte sowohl in heterozygoten
als auch homozygoten Tieren zu signifikant reduzierter Auspragung von Sashl auf Transkript-
ebene in verschiedenen Geweben. In der Proteomanalyse von Gehirngewebe war der Gehalt an
Sashl zwar hochsignifikant reduziert, Peptide des Proteins in niedriger Abundanz jedoch weiter
nachweisbar. Die Rolle als gewebelbergreifender Tumorsuppressor unterstreichend entwickel-
ten Sashl-defiziente Mause vor dem Sv129-Hintergrund hochsignifikant mehr Tumore in ver-
schiedenen Organsystemen (u.a. Lunge, Darm, Haut) als ihre Wurfgeschwister. Dabei war eine
Translation der Beobachtung einer htheren Tumorinzidenz und einem friiheren Erkrankungsalter
weiblicher Mause auf den Menschen madglich: Nach Abgleich mit den publizierten TCGA-Daten
sind signifikant mehr Frauen von Tumoren mit einer SASH1-Deletion betroffen als M&nner. Nach
Riickkreuzung auf den C57BI/6N-Hintergrund besaRen Sash1?®-M&use mit einem dilute-Pha-
notyp eine homogen grauen Fellfarbe. Um die Rolle von Sashl in der Pigmentierung zu untersu-
chen, wurden mittels des CRISPR/Cas9-Systems SASH1-defiziente humane Melanomzellen er-
stellt. Die SASH1-Defizienz hatte dabei keinen Einfluss auf die Migration, Proliferation oder Me-
lanogenese, jedoch auf deren Fahigkeit zur Exozytose. Das Fehlen von SASH1 verursachte eine
Akkumulation von intrazellularem Melanin, wobei durch exogene SASH1-Expression dieser Ef-
fekt behoben werden konnte. Mechanistisch konnte eine bisher unbekannte Interaktion von
SASH1 mit dem an der Exozytose beteiligten EXOC8 gezeigt und als Mechanismus fiir den be-
obachteten dilute-Phanotyp in homozygoten Sash1*"-Mausen vorgeschlagen werden. Weiter-
hin wurde die prognostische und pradiktive Vorhersagekraft der SASH1-Expression in Bezug auf
rekurrente Metastasen im Stadium Il humaner Kolonkarzinome untersucht. Obwohl die SASH1-
Expression auf mRNA-Ebene im Vergleich zum Normalgewebe signifikant reduziert war, zeigte
sich bei den Metastasen-freien Uberlebenszeitanalysen eine Gruppe an Patientinnen mit hoher
SASH1-Expression, die ein signifikant hoheres Risiko fur Fernmetastasen aufwies. Zusammen-
gefasst konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe zellbasierter und muriner Modelle sowie durch
Untersuchungen humaner Tumorproben ein funktioneller Beitrag von SASH1 bei der Tumorent-

stehung und Pigmentierung nachgewiesen werden.
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1. Einleitung
1.1 SASH1 und dessen vielseitige Rolle in pathophysiologischen Vorgangen

Das humane Gen SAM- and SH3-domain containing 1 (SASH1) befindet sich auf Chromosom
60g24.3, umfasst 20 Exons und hat eine GréRRe von 201 kbp. Durch alternatives Spleil3en existie-
ren zwei Varianten an SASH1-Transkripten, die sich in der untranslatierten Region am 3‘-Ende
unterscheiden [1]. Aufgrund der Ahnlichkeit beziiglich der beinhalteten Domanen z&hlt SASH1
zur Familie der SLy-Proteine und ist mit 1247 Aminosauren der grofdte Vertreter dieser Gruppe.
SASHL1 ist ein Gerust-, Signal- und Adapterprotein, das zwei sterile a-motif Domanen (SAM), eine
Src-Homologie-Domane 3 (SH3), eine N-terminale coiled-coil Doméne sowie eine C-terminale
prolinreiche Region umfasst [2]. Die Primarstruktur von SASH1 wurde hier unter Zuhilfenahme
der RCSB Protein Data Bank (UniProt-Eintrag: 094885) beschrieben. SASH1 ist dabei eines der
wenigen Proteine mit zwei SAM-Domaénen, die etwa 400 Basenpaare getrennt voneinander vor-
liegen [3]. Weiterhin beinhaltet SASH1 zwei nukleare Lokalisierungssignale (NLS), die fir den
Zellkernimport verantwortlich sind. Eine C-terminale Deletion des Proteins fihrte in Versuchen
mit SASH1-Fragmenten zu einer Akkumulation von SASH1 im Zellkern, bei einer zielgerichteten
Invalidierung der NLS durch Punktmutationen war der Import in den Zellkern hingegen blockiert
[4].

[ NLS (bipartite) [ ] SH3 domain

I Coiled-coil motif SAM domain
Poly-proline motif [\ Second SAM domain

SLy1 N{HE [ — c 380 aa
3-91 173-234 252-316

SLy2 N -{HE [ — G 373 aa
4-82 163-224 241-305

SASH1 ~N—1—1Rh [ —il

259-275 452-468 554-615 633-697 1177-1241

C 1247 aa

Abbildung 1: Schematische Proteinstruktur von SASH1, SLyl und SLy2. Die Proteine der
SLy/SASH1-Familie sind Adapterproteine und ahneln sich in drei hochgradig homologen Doméanen: der
zweiteiligen Kernlokalisierungssequenz (NLS) sowie einer zentralen SH3- und einer SAM-Doméne, welche
die Adapterfunktion ermdglichen (Abb. ibernommen aus [5]).

SASH1 wurde erstmals 2003 als potenzieller Tumorsuppressor in Brustkrebs beschrieben und
zeigt eine breite Expression in verschiedenen Geweben, ausgenommen der T-Lymphozyten ([6,

7]). Neben den vielféaltigen Expressionsmustern sind fir SASH1 auch mehrere Interaktionspartner
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beschrieben. Diese Kombination lasst die verschiedenartigen (patho-)physiologischen Funktio-
nen als Gerist-, Signal- und Adapterprotein erahnen. Zum einen konnte eine Assoziation von
SASH1 mit dem F-Aktin Zytoskelett gezeigt werden, wonach das Onkoprotein Cortactin mit
SASHL1 interagiert. Eine erhdhte SASH1-Expression stimuliert demnach die Polymerisierung von
Aktinfilamenten, Zell-Matrix Adhéasion und hemmte die Zellmigration [2]. Ebenso weisen mehrere
Studien darauf hin, dass eine erhdhte SASH1-Expression pro-apoptotische Eigenschaften be-
sitzt. Nach Uberexpression von SASH1 in humanen Gliom-Zellen, Lungenkrebszellen und Zellen
eines Osteosarkoms zeigten sich erhdhte Raten von apoptotischen Zellen [8-10]. Auch bei der
durch &uf3ere Stimuli verursachten Apoptose — wie die Behandlung von Zellen mit Chloropyramin
und 4-Hydroxytamoxifen — konnte eine erhdhte Expression von SASH1 nachgewiesen werden
[11, 12]. In einer Studie mit Patientinnen, die an einer akuten ischdmischen Nierenschadigung
erkrankten, konnte mittels Single-cell RNA-Sequenzierung eine erhdhte SASH1-Expression in
den (pro-) apoptotischen Zellen der proximalen Tubuli der Betroffenen nachgewiesen werden
[13]. Eine reduzierte SASH1-Expression hingegen fuhrte zu einer erhéhten Migration und Prolife-
ration in verschiedenen in vitro Versuchen zu unterschiedlichen Tumorentitaten, wie etwa im Lun-

genkarzinom, Sarkom, Melanom, Schilddriisenkarzinom, oder Zervixkarzinom [9-11, 14-16].
TLR-signaling

extracellular matrix

Nucleo-cytoplasmic EM T
shuttling? _; l
metastasis

cortactin .

regulation of gene transcription cytoskeletal remodeling

Abbildung 2: Funktionen von SASH1. SASH1 pendelt — &hnlich wie SLy1 und SLy2 — zwischen Nucleus
und Zytoplasma. Obwohl der subzelluldre Transport noch nicht genau bekannt ist, wird 14-3-3 Proteinen
eine wichtige Rolle dabei zugeschrieben, phosphoryliertes SASH1 im Zytoplasma zu halten. Nach Aktivie-
rung des TLR4-Signalwegs durch Lipopolysaccharide (LPS) fungiert SASH1 mutmallich als Adapterpro-
tein und bindet das proinflammatorische TNF receptor-associated factor (TRAF) 6 sowie den auf NFkB
inhibitorisch wirkenden IKKB-Komplex. SASH1 interagiert aul3erdem mit Cortactin, dem wichtigsten Regu-
lator der Aktin-Dynamik, und ist so an der Zellmorphologie und am Aktinumbau beteiligt. Durch eine Inter-
aktion mit V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10 Oncogene Homolog (Like) Protein (CRKL) stért SASH1 die
CRKL-vermittelte SRC/FAK-induzierte epithelial-mesenchymale Transition (EMT). (Abb. ibernommen aus
[5])
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Weitergehende Befunde zu diesem Thema wurden in unserer Arbeitsgruppe erhoben, die einen
Zusammenhang zwischen einem genomischen SASH1-Verlust und der daraus resultierenden
Epithelial-Mesenchymalen-Transition (EMT) tumordser Zellen (und damit einen Treiber der Ent-
wicklung von Metastasen) erkannten. Diesen Effekt vermittelt eine erstmals mittels Co-Immuno-
préazipitation, Yeast-double hybrid system (Y2H) und Massenspektrometrie nachgewiesene Inter-
aktion von SASH1 mit dem V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10 Oncogene Homolog (Like) protein
(CRKL) durch eine Bindung am prolinreichen C-terminalen Ende von SASH1 mit der N-terminalen
SH3-Doméne von CRK(L) [4, 17]. Diese Erkenntnisse liefern einen wichtigen mechanistischen
Ansatz fur die bisher schon oft beobachtete schlechtere Prognose in Zusammenhang mit einer
SASH1-Defizienz verschiedenster Krebsentitaten wie etwa von Kolorektalen Karzinomen, Glio-
men, hepatozellularen Karzinomen, Magenkarzinomen sowie von spinozellularen Karzinomen [7,
8, 18-21]. Im Speziellen konnte unsere Arbeitsgruppe — und nicht zuletzt die vorliegende Arbeit —
die klinische Bedeutung des Verlusts von SASH1 bei kolorektalen Karzinomen aufzeigen und das
damit einhergehende reduzierte Uberleben aufgrund der Bildung metachroner Fernmetastasen
[7, 18, 22]. Eine breite Gewebsexpression von SASH1 in Kombination mit der Affinitat zu Protei-
nen verschiedenster Signalwege und Zellstrukturen deuten bereits eine Vielzahl von mdglichen
Beteiligungen an pathophysiologischen Vorgédngen an. So wurde in den atherosklerotischen
Plagues der Karotiden von Raucherinnen eine erhéhte SASH1-mRNA-Expression mit einer ne-
gativ regulierten Migration, Proliferation und Angiogenese humaner Aortenendothelzellen in Ver-
bindung gebracht. Ausgehend davon wurde auf einen protektiven Effekt der SASH1-Uberexpres-
sion zur Hemmung dieser Mechanismen und damit der Atherosklerose in Raucherlnnen ge-
schlossen [23]. Zudem konnte in Raucherlnnen eine positive Assoziation zwischen der mRNA-
Expression von SASH1 von im Blut zirkulierenden Monozyten und dem Ausbilden atherosklero-
tischer Plaques gezeigt werden [24]. Der kausale Zusammenhang scheint hier eine hypermethy-
lierte Genregion zu sein, die in Raucherlnnen zu einer erhdhten Expression der SASH1-mRNA
fuhrt [25]. Zur Vollstandigkeit sei hier erwéhnt, dass die SASH1-mRNA-Expressionsmuster ehe-
maliger Raucherlnnen denen von nicht rauchenden Probandinnen ahnelten und der oben ge-
nannte Effekt sowie die Methylierung reversible Prozesse sein kdnnen [23, 26]. Neben den hier
aufgefuhrten Vorgéngen sind Funktionen von SASH1 auch in weiteren Zusammenhangen, wie
etwa der Pigmentierung oder der Lungenreifung, beschrieben. Diese werden in den folgenden

Absétzen bei der Einfihrung des Sash1-Mausmodells erlautert.
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1.2 Gezielte Genmodifikation in Mausen und der Sash1ROSAFARY Gene Trap von Sv129-

Mausen als Mausmodell zur Tumorentstehung

Neoplastische Erkrankungen entstehen aus der Disparitat mehrerer pathophysiologischer Pro-
zesse, wie etwa dem Umgehen von Wachstumssuppressoren und dem Widerstand gegen den
Zelltod, einer gesteigerten Angiogenese und erhdhtem invasiven und migratorischen Verhalten
von Zellen, vermehrter Aktivitéat pro-proliferativer Signalwege oder einer ungehemmten Replika-
tion bei der Zellteilung [27, 28]. Vereinfacht gesagt kbnnen Gene, die diese Prozesse vorantrei-
ben, als Onkogene und Gene, welche diese Prozesse hemmen, als Tumorsuppressorgene be-
zeichnet werden. Wie oben bereits angedeutet scheint SASH1 gleich in mehrere dieser Prozesse
involviert zu sein und hemmt beispielsweise die Proliferation und Migration (maligner) Zellen so-
wie die Bildung von Metastasen [2, 4]. Die Entstehung maligner Tumore ist also ein mehrschritti-
ger und vielschichtiger Prozess, wodurch die Schwierigkeit einzelne Einflisse trennscharf zu be-
stimmen deutlich erh6ht wird. Um die Bedeutung einzelner Suppressoren oder Onkogene zu kla-
ren, bedarf es einfacherer Ansatze, beispielsweise in vitro Studien oder auch in vivo Modelle. Ein
Vorgehen, welches diese beiden Methoden vereinfacht zusammenfasst, ware die sogenannte
Inokulation oder Xenotransplantation von malignen humanen Krebszelllinien in immundefiziente
Mause, wie dies etwa in praklinischen Therapiestudien praktiziert wird, um die Effizienz neuer
Krebsmedikamente zu testen [29]. Dabei werden allerdings nicht die Morphologie, die Vaskulari-
sierung und genetische Heterogenitat menschlicher Krebserkrankungen widergespiegelt, sodass
diese Modelle das Ansprechen auf die Therapie meist Uberschatzen [30, 31]. Im Gegensatz zum
genannten Inokulationsmodell haben transgene Mausmodelle — zum Beispiel Knock-in oder
Knockout Strategien — den entscheidenden Vorteil, den Einfluss von Keimbahnmutationen auf
die Tumorentstehung nachvollziehen zu kdnnen. Als Beispiel sei hier das 1987 veroffentlichte
erste Knock-in Mausmodell des Onkogens vHRas angefihrt, welches durch transgene Expres-
sion und unter Kontrolle des mammary-specific Promotors (MMTV) eine Anfélligkeit der Mause
fur die Entwicklung von Mammatumoren zur Folge hatte [32]. Im Gegensatz hierzu stellt das
Sash1ROSAFARY_Mausmodell ein Tumorsuppressorgen Knock-out Modell dar, welches mit Hilfe ei-
ner Gene Trap (Genfallen) Methode kreiert wurde. Diese Methode wurde in etwa zur selben Zeit
beforscht wie die oben erwdhnte Knock-in Methode und trug vor allem in der Entwicklungsbiologie
zur Entdeckung neuer Gene beziehungsweise deren Funktionen bei [33]. Auch fur die Tumorbi-
ologie liefert dieses Verfahren interessante Ansétze, da durch das Unterbrechen der Genfunktion
der Verlust oder die Herunterregulierung von Allelen mit tumorsuppressiver Wirkung in
Tiermodellen nachempfunden werden kann [34]. In dieser Arbeit wurde eine Variante des gene-
trapping verwendet, die neben einer Promoter-Falle noch eine PolyA-Falle (PolyA-trap) aufweist.
Am 5-Ende befindet sich somit ein SpleilRakzeptor und das Reportergen (3-Galactosidase in
Abwesenheit eines Promoters, welches die Expression des Zielgens beziehungsweise dessen

Promotoraktivitat widerspiegelt. Als zweite transkriptionelle Einheit (PolyA-trap) tragt der Vektor
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einen internen Promotor, der die Expression eines Resistenzmarkers ohne eigenes polyA-Signal
antreibt, gefolgt von einem SpleiRdonor. [35] B-Galactosidase ist ein Enzym, das durch
hydrolytische Spaltung den Farbstoff X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid) in
das blaue 5-Brom-4-Chlorindigo Uberfuhrt [36]. Die beschriebene Gene Trap Kassette wurde in
umgekehrter Orientierung in einen retroviralen Vektor kloniert, sodass das gesamte Konstrukt
urspriinglich als Reverse-Orientation-Splice-Acceptor-Bgal (ROSAB-gal) bezeichnet wurde [37].
Dieser Ansatz wurde spater weiter verfeinert, um fir eine weiterfihrende Studie die
Klonierungseffizienz zu steigern und fur cDNA-Microarrays langere cDNA-Abschnitte zu erhalten,
was in den aktualisierten retroviralen ROSAFARY (Reverse Orientation Splice Acceptor for Array)
Gene Trap Vektor mindete [38]. Diese Modelle imitieren Keimbahnmutationen, die zwar einen
erheblichen Anteil an (hereditdren) malignen Neoplasien ausmachen, jedoch werden in diesem
experimentellen Rahmen somatische Mutationen auf3er Acht gelassen, die in einem ansonsten
gesunden Organ akkumulieren und in der Mehrzahl aller Falle zur Tumorentstehung beitragen
[31]. Wie oben bereits ausgefuhrt sind Prozesse der Tumorentstehung in der Regel komplex und
erfordern vereinfachte Modelle und Anséatze. Aufgrund der hohen Nukleotid- und Aminosaure-
konservierung zwischen humanem und murinem SASH1 von 85% sollte ein Mausmodell daher
ein wertvolles Werkzeug fiir die Untersuchung verschiedener (maligner) Phanotypen wie der Tu-
morgenese sein [5]. Zu diesem Zweck wurde in dieser Arbeit der ROSAFARY Gene Trap ver-
wendet, um den Verlust von Sashl in einem in vivo Modell nachzuahmen. Durch die retrovirale
Insertion einer Poly(A) Gene Trap Kassette in der 5'-Region des Gens wird die Transkription nach
den ersten beiden Exons von Sashl und dem inserierten Reportergen an der Polyadenylierungs-
sequenz terminiert, was zur Expression eines funktionslosen trunkierten Fusionsproteins fihrt
[38].

Die Auswirkungen des Knockouts auf die Lebensfahigkeit und Entwicklung der Mause sowie die
Tumorentstehung soll unter anderem in dieser Arbeit diskutiert werden. Ein solches Gene Trap
Modell kann abhangig vom jeweiligen Kontext wie etwa der verwendeten Methode oder des
Mausstamms mehrere Forschungsfragen gleichzeitig beantworten, aber auch neue Desiderate

eroffnen, was im Folgenden deutlich werden soll.
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1.3 Der Sash1ROSAFARY Gene Trap von C57BI/6N-Méausen als vorklinisches Modell zur

Hypopigmentierung

Die ersten Hinweise, dass SASH1 an pathologischen Prozessen der Pigmentierung beteiligt sein
konnte, lieferten Studien zu Erkrankungen, wie etwa Dyschromatosis Universalis Heredita (DUH)
und Dyschromatosis Symmetrica Hereditaria (DSH). Diese Pathologien weisen eine abnormale
Verteilung von Hautmelanozyten auf, bei denen die Patientinnen hyper- und hypopigmentierte
Makula (in der Gesamtheit auch als Lentigines bezeichnet) aufweisen, die Gesicht, Rumpf und
Extremitaten bedecken. Zhou et al. bringt den Pigmentierungsphénotyp von drei nicht-
konsanguinen Familien mit drei heterozygoten Mutationen in Verbindung, die im SASH1-Lokus
der Betroffenen Aminoséuresubstitutionen verursachten. Hautschnitte bei einem der Patienten
zeigten eine hoéhere Anzahl von Melanozyten in basalen und suprabasalen Schichten der
Epidermis im Vergleich zu normaler Haut, was die Autoren auf ein erhéhtes Migrationsverhalten
von Melanozyten in die Epidermis schlieBen lasst [39]. In @hnlichen Studien wurden weitere
Punktmutationen der Keimbahn im SASH1-Genlokus gefunden, die mit dhnlichen Phanotypen
wie Genodermatosen oder Pigmentierungsstérungen wie DSH und DUH assoziiert sind [40-45].
Interessanterweise befinden sich die Mehrzahl der in Fallstudien beschriebenen Mutationen in
der konservierten zentralen Region, die allen Mitgliedern der SLy-Familie gemeinsam ist [5, 46].
Allerdings veroffentlichten Courcet et al. einen Fallbericht von Tréagerinnen einer SASH1-
Punktmutation, die nicht in der zentralen SLy-Region lokalisiert ist und Pigmentierungsstérungen
mit zusatzlicher Alopezie, palmoplantare Keratodermie, brichige Zahne und multiple
rezidivierende spinozellulare Karzinome (SCC) der Haut verursacht [47]. Mit Verweis auf
vorhergehende Ausfuihrungen sei erwdhnt, dass diese Krebsentitat der Plattenepithelien unter
dem Einfluss von SASH1 und seiner bekannten tumorsuppressiven Funktion zu stehen scheint.
Chen et al. fihren hier den inhibitorischen Einfluss von SASH1 auf die Akt-Signaltransduktion zur
Tumorsuppression an und zeigen eine negative Korrelation von SASH1-Uberexpression und Akt-
Suppression [48].

Die ursachlichen zell- und entwicklungsbiologischen = Mechanismen, die diese
Pigmentierungsfehler verursachen, bleiben weiterhin unklar. Verschiedene Ansatze und Befunde
werden diskutiert, darunter eine hdhere Anzahl und Migration von Melanozyten und eine erhdhte
epidermale Zellproliferation. Als Modell fir diese komplexen Vorgange in der Pigmentierung und
Melanozytenbiologie wurden Melanomzelllinien wie A375-Zellen verwendet. Die erhohte
Migration von A375-Zellen kdnnte auf Veranderungen im Gas-SASH1-IQGAP1-E-Cadherin-
Signalweg zurtickzufihren sein, die zum Verlust von E-Cadherin fihren [39, 40]. Weiterhin
wurden eine p53-POMC-Gas-SASH1-autoregulatorische Ruckkopplung beschrieben, bei der
punktmutiertes SASH1 zu erh6hten Leveln von Proopiomelanocortin (POMC) und somit zu
Pigmentierungsstorungen fuihren konnte [49], ebenso wie eine gegenseitige Beeinflussung von

SASH1 und MAP2K2, welche die ERK1/2/CREB-Kaskade tber p53 reguliert [50]. Ein weiterer
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beschriebener Mechanismus propagiert die Inaktivierung von TGF-B1 (ber die
Herunterregulierung von THBS1 aufgrund von mutiertem SASH1, was zu verdnderter
Melanozytenmigration und Melaninsynthese in PIG1-Zellen fihren soll [51]. Dass SASHL1 in der
Pigmentierung ein aktuell sehr volatiles Feld darstellt und stets neue Erkenntnisse zu
ursachlichen Mutationen hinzukommen, wird auch an einer jingeren Studie von Araki et al.
deutlich, die von sechs japanischen Patientinnen mit Lentigines funf neue heterozygote
Mutationen im SASH1-Lokus mittels Next-Generation-Sequencing identifizierten [52].
Punktmutationen in SASH1 verursachen also autosomal-rezessive oder -dominante
Genodermatosen und Pigmentierungsstérungen und unterstreichen damit die Funktion von
SASH1 in grundlegenden zellularen und molekularen Prozessen. In einem in vivo Experiment
wurde versucht, die Funktion von SASH1 in der Melanogenese zu untersuchen, indem eine
bekannte menschliche SASH1-Punktmutation (Y551D) in BALB/cJ-M&usen ausgepragt wurde.
Diese Mutation ist daftir bekannt, beim Menschen DUH zu verursachen und wurde mit Hilfe eines
murinen SASH1-Vektors unter der Kontrolle seines Promotors in befruchtete murine Eizellen
eingeflihrt. Die Autoren schlussfolgern, dass SASH1 die Akkumulation des Transkriptionsfaktors
MITF im Zellkern induziert und so den Signalweg der Melanogenese in vivo und in vitro reguliert
[53].

Ein Mausmodell zur Erforschung eines Pigmentierungsphanotyps zu Rate zu ziehen stellt
allgemein einen interessanten Ansatz dar, da in der Vergangenheit bereits viele an der
Pigmentierung beteiligte Genloci mit verschiedenen (Farb-)Phanotypen von Mausmodellen in
Ubereinstimmung gebracht werden konnten. Da der Locus den physischen Ort eines Gens auf
dem jeweiligen Chromosom beschreibt und die experimentelle Genetik vor der Ara der
Sequenzierung vor allem loss-of-function Modelle flr die Forschung nutzte, wurden die
deletierten Genloci mit dem neu entstandenen Phanotyp gleichgesetzt, auch wenn dieser Grad
der Trennschéarfe noch keine Kausallitdt zwischen einem Gen als Informationsabschnitt eines
Proteins und dem phéanotypischen Effekt unterscheidet. So werden — eher historisch —
Phanotypen als Ashen, Leaden, Brown, Agouti, Albino, Dilute, Pink-eye dilution oder Piebald
bezeichnet, wenn sie die entsprechende Fellfarbe oder den entsprechenden Pigmentdefekt
aufweisen. Die aus den verschiedenen Loci abgeleiteten Gene beziehungsweise deren
funktionelle Proteine wurden erst nachtraglich mit den Phanotypen in Verbindung gebracht. [54]
Die Anzahl der entdeckten Gene, die im Fall von Mutationen einen Einfluss auf die Fellfarbe
haben, ist seitdem stetig gestiegen, sodass etwa 130 ursachliche Gene mit circa 1000 Allelen bei
Mausen bekannt sind [55]. Die verschiedenen biologischen Mechanismen, die hinter einer
solchen Farbanderung stehen kdnnen, werden in einige wenige funktionelle Gruppen klassifiziert.
Bennett und Lamoreux Ubernahmen und erganzten eine Einteilung von W.K. Silvers Werk ,The
Coat Colors of Mice* 1979, die sich an die physiologischen Prozesse der Pigmentzellen sowie
der Pigmentsynthese orientiert [56]. Demnach sind Fellfarb&nderungen im Wesentlichen auf

folgende Prozesse zurlckzufihren:
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a) die embryonale Entwicklung der Neuralleiste mitsamt der Entstehung, Migration, Proliferation
und Differenzierung der Melanoblasten;

b) Enzyme und Komponenten der Melanosomen sowie

c¢) die Regulation dieser und der Synthese von Melanin;

d) das Einbinden und der Transport der melanosomalen Komponenten zu den Melanosomen
selbst und

e) der Transport der funktionalen Melanosomen zu den dendritischen Auslaufern der
Melanozyten, wo diese

f) zu umliegenen Keratinozyten weitergegeben und dort prozessiert werden [56].

Tomita et al. vereinfachen diese Auflistung der mdglichen Einflussfkatoren beziehungsweise
sehen diese eher unter dem Aspekt von pathologischen Syndromen, sodass obige Einteilung
auch klinische Relevanz erhalt. Demnach fihren Stérungen der Migration von Melanoblasten
zum Waardenburg Syndrom, eine gestorte Bildung von Melanosomen in den Melanozyten zum
Hermansky-Pudlak Syndrom, Stérungen der Melaninsynthese in den Melanosomen zum
Okulokutanen Albinismus und ein beeintrachtigter Transport der reifen Melanosomen zu den
dendritischen Enden der Melanozyten zum Griscelli Syndrom [57].

Melanozyten entwickeln sich aus Vorlauferzellen (Melanoblasten) der Neuralleiste, besitzen ein
hohes migratorisches Potential und befinden sich dementsprechend in den Geweben und
Zellverbanden, die sich von der Neuralleiste ableiten [58]. So befinden sich Melanozyten
entweder als Stammzellen an Haarfollikeln oder als deren differenzierte Nachfolger in der
Basalschicht der Epidermis, in Augen, Fell, Federn oder Schuppen von Wirbeltieren [59].
AulRerdem wurden Melanozyten beziehungsweise das daraus resultierende Melanin ebenfalls in
den Meningen von Menschen und Mausen beschrieben [60, 61]. Weiterhin wandern
Melanoblasten wahrend der Embryogenese in weitere Organe aus, wie etwa in die Cochlea, die
Leptomeningen und ins Herz [62-64]. Die differenzierten Melanozyten der Epidermis proliferieren
nur selten, wahrend sich jene mit Stammzellcharakter an den Haarfollikeln bestéandig vermehren
[65]. Neben der Thermoregulation ist der Schutz vor UV-Strahlung durch das produzierte Melanin
die wichtigste Funktion der Melanozyten [66]. Die DNA der Haut und Hautanhangsgebilde
absorbiert UV-B- (295-315 nm) und UV-A- (315-400 nm) Strahlung, die wiederum zu zellularen
Schaden und strukturellen Verédnderungen der DNA fuhrt [67]. Dabei entstehen durch
photochemische Reaktionen zwischen benachbarten Pyrimidinbasen zu 75% zyklische
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) Verbindungen und zu fast 25% nicht-zyklische 6-4-
Pyrimidin-Pyrimidon-Photoprodukte  (6-4-PP) [68]. Diese Veranderungen fuhren Uber
Basensubstitutionen von Cytosin und Thymin zu Mutationen und — ebenfalls beschrieben — zur
lokalen Immunsuppression, wodurch kanzerése Lasionen die Folge sein kdnnen [67]. Melanin,
das Produkt der Melanozyten zum Schutz der Haut vor den genannten schadlichen Prozessen,
wird von zelltypspezifischen, Lysosomen-&hnlichen Zellorganellen produziert: den Melanosomen.

Dabei entstehen Einheiten von circa 36 Keratinozyten, die von einem Melanozyten mit Pigment
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versorgt werden [69]. Im Wesentlichen unterscheidet man das rot/gelbe Phaomelanin und das
braun/schwarze Eumelanin, die beide in den Melanosomen produziert und gespeichert werden
[66, 70]. FUr die Melanogenese innerhalb der Melanosomen werden zum einen die kritischen
Substrate L-Tyrosin und L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) bendtigt [71], zum anderen sind
dafur bestimmte Enzyme notwendig. Das sind unter anderem Tyrosinase (TYR) zur Katalyse der
entscheidenden geschwindigkeitsbeschrankenden Aktivitét der Reaktion sowie das Tyrosinase-
Related Protein 1 (TYRP1) und die Dopachrom-Tautomerase (DCT), deren Funktion die
Quantitat sowie die Qualitdt des Melanins beeinflussen. PMEL17 und MART1 hingegen sind
wichtige Proteine, die fir die Reifung der Melanosomen Uber vier Stadien hinweg bendtigt werden
[72]. Die genannten Proteine dienen zugleich als Gewebsmarker fir Melanozyten, wobei hier
auch c-KIT, SOX10 und MITF zu nennen sind [73]. Zwei zentrale Signalwege bestimmen tber
die Expression des kritischen MITF die Melanogenese: die der Rezeptor-Tyrosinkinase c-KIT und
jene des G-Protein gekoppelten Melanokortinrezeptors MC1R, welcher mit den vier weiteren
Melanokortinrezeptoren (MC2R-MC5R) eine eigene Subgruppe bildet und an denen die
Melanokortine alpha-Melanozyten stimulierendes Hormon (a-MSH) und das Adrenokortikotrope
Hormon (ACTH) — Spaltprodukte des POMC — binden [74]. Letzterer Signalweg sei hier zuerst
und ausfuhrlicher erklart, da sich Teile der vorliegenden Arbeit auf diese Kaskade beziehen. a-
MSH und ACTH entfalten eine agonistische Wirkung an den MC1R-Rezeptoren und fiihren
sequentiell durch die Aktivierung des Gs-Proteins und der Adenylatzyklase zur Erh6hung von
cAMP, der Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und schliel3lich zur Phosphorylierung des cAMP
responsive-element binding protein (CREB). CREB erhoht seinerseits die Transkription des
entscheidenden Transkriptionsfaktors MITF. [75] Darliber hinaus verstérkt die durch die RAS-
RAF-MEK-ERK Kasakade vermittelte Phosphorylierung des Ser73 von MITF dessen
Transaktivierung [76]. Als Antagonist am MC1R-Rezeptor gilt das Agouti signaling protein (ASIP
beim Menschen; ASP bei Mausen), indem ASIP mit a-MSH um die Bindung an MC1R konkurriert
und deren Wechselwirkung um den bifunktionellen MC1R-Rezeptor fiir den individuellen Farbton
von Saugetieren verantwortlich ist [77, 78].
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Abbildung 3: Signalkaskade der Melanogenese und deren Enzymreaktionen. Abbildung verandert
nach D*Mello et al. 2016, erganzt um zusatzliche Informationen aus weiteren Publikationen [79-82]. Durch
Bindung der Agonisten a-Melanozyten-Stimulierendes Hormon (a-MSH) und Adrenokortikotropes Hormon
(ACTH) am Melanocyte Stimulating Hormone Receptor 1 (MC1R), bzw. des KIT-Liganden am
Stammzellfaktor-Rezeptor (KIT) werden die Signalkaskaden abwarts der Rezeptoren aktiviert. Ersterer
fuhrt durch die Aktivierung einer Adenylylzyklase zur Phosphorylierung des Transkritptionsfaktors cAMP
Response Element-Binding Protein (CREB) und damit zur vermehrten Expression des wichtigen
Transkriptionsfaktors Microphthalmia-Transkriptionsfaktor (MITF). Die Translokation von MITF in den
Nucleus wird wiederum durch Phosphorylierung Uber den MAPK-Signalweg RAS-RAF-MEK-ERK
verstarkt. MITF steuert die Expression der Schlissenzyme Tyrosinase (TYR), Tyrosinase-related protein 1
(Tyrpl) und Dopachrom-Tautomerase (Dct). TYR katalysiert in den Melanosomen die initial wichtige
Oxidation von L-Tyrosin zu L-DOPA und zu Dopaquinon, welches zu Dopachrom weiter oxidiert. Uber die
Molekile 5,6-Dihydroxyindol-Carboxyl-Saure (DHICA) oder 5,6-Dihydroxyindol (DHI) folgen weitere
Oxidationsschritte unter Einfluss von TYR oder Tyrpl (in der Maus) und die Polymerisierung zu schwarzem
Eumelanin. Ausgehend von Dopaquinon kann Uber Cysteinyldopaquinon das rétliche Phamomelanin
entstehen.
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Wie oben bereits angedeutet wird Melanin mit den daftir benétigten Substraten und Enzymen in
Melanosomen hergestellt. Dabei entsteht, vermittelt durch die membrangebundene Tyrosinase,
zuerst L-DOPA und sequentiell Dopaquinon [79]. Durch einen Redox-Austausch wird
Dopaquinon zu Dopachrom oxidiert [83]. Dopachrom wird spontan decarboxyliert, wobei zum
Grol3teil 5,6-Dihydroxyindol (DHI) und in einer Ratio von 70:1 5,6-Dihydroxyindol-Carboxyl-Saure
(DHICA) entsteht und durch den Einfluss von DCT auch vermehrt DHICA gebildet wird [84]. Die
weitere Oxidation von DHICA wird im Menschen durch die Tyrosinase und in der Maus von Tyrpl
katalysiert [85]. DHI wird durch die Tyrosinase weiter zu Indol-5,6-quinon und DHICA zu Indol-
5,6-Quinon Carboxylsdure oxidiert (wobei beide Schritte auch durch eine Peroxidase katalysiert
werden koénnen) und schlie3lich entsteht durch weitere Polymerisation Eumelanin [80].
Ausgehend von Dopaquinon kann entweder, unter Konjugation von Glutathion,
GlutathionylDOPA entstehen oder, unter Konjugation von Cystein, CysteinyIDOPA. Beide werden
jeweils unter Katalyse einer Peroxidase zu Cysteinyldopaquinon reduziert und polymerisieren
schlief3lich zu Phdomelanin [80, 86].

Die synthetisierten Melanosomen reifen innerhalb von vier Stadien von pigmentlosen
Endo-/Lysosomen (Stadium 1) Uber unreife Melanosomen (Stadien Il und Ill) zu reifen
Melanosomen (Stadium 1V) [87]. Reife Melansomen werden dann Uber die zelleigenen
Transportorganellen zu den Zelldendriten beférdert, wo diese dann an umliegende Zellen und
Gewebe verteilt werden. Der genaue Ablauf dieser Translokation ist dabei nicht bis ins Detall
geklart, sodass einige Theorien von einem schnellen, bi-direktionalen, durch Mikrotubuli und
Motorproteine wie Dyneine, Kinesine und Myosine vermittelten Transport der Melanosomen
ausgehen [88-90]. Andere Arbeiten verweisen stattdessen auf ein Transportsystem, bei dem die
Verteilung der Organellen durch das Gleichgewicht zwischen Mikrotubuli abhéngigem,
zentripetalem und Myosin-Va/Aktin abhangigem, zentrifugalem Transport bestimmt wird, wobei
langere Strecken Uber Mikrotubuli, kiirzere unidirektionale Wege lber Aktin vermittelt werden
[91]. Wie genau die Melanosomen schlieflich die Zelle verlassen, ist bei weitem nicht so eindeutig
geklart, wie es die vermeintliche Simplizitat der Frage vermitteln wirde. Dabei werden mehrere
Mechanismen diskutiert, die sich zudem jeweils zwischen Mensch und Maus zu unterscheiden
scheinen: Die beiden wichtigsten Mechanismen sind dabei die des Ablosens/Abschniurens
(,Shedding“) von Vesikeln der Melanozyten und die Aufnahme durch Phagozytose in
Keratinozyten sowie der Exozytose (Melanozyten) und Endozytose (Keratinozyten) [92]. Bei einer
Variante des ersten Prozesses folgern die Autoren, dass Melanosomen uber die Filopodien in
Pigmentkiigelchen konzentriert werden und sich diese dann mitsamt einer Zellmembranhlle von
den Dendriten der Melanozyten abschniren, von Keratinozyten phagozytiert und im
perinuklearen Raum verteilt werden [93]. Die Autoren raumen jedoch die Moglichkeit von weiteren
ko-existierenden Transfermechanismen ein und kdnnen somit nicht ausschliel3en, dass nur ein

Prozess an der Verteilung der Melanosomen beteiligt ist.
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Abbildung 4: Der Exocyst-Komplex und seine Funktion im Tethering. Abbildung verandert nach
Wu&Guo 2015 [94] und Mei&Guo 2018 [95], erganzt um zuséatzliche Informationen [96]. Zur Fusion von
Vesikeln mit der Zellmembran assoziieren sich diese zuvor durch sogenanntes Tethering und Docking an
der Zellmembran. Diese Assoziierung Ubernimmt maRgeblich der Exocyst-Komplex, dessen
Untereinheiten fur diesen Prozess untereinander interagieren. Wichtige Funktionen Ubernehmen dabei
folgende Proteine: EXOCS6 interagiert mit dem Rab-Protein Sec4, welches seinerseits an Vesikeln bindet;
EXOCS3 bindet an v-SNARE Proteine, die ebenfalls mit den Vesikeln assoziiert sind. EXOC1 und EXOC7
verankern Vesikel Uber eine Bindung an Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) (rote Punkte)
der Zellmembran an eben jene. Anschlie3end erfolgt die Fusion der Vesikel mit der Zellmembran und die
Exozytose der Vesikel bzw. deren Inhalt.

Ein weiterer durch elektronenmikroskopische Aufnahmen gestiitzter Mechanismus ist die
Exozytose auf Seiten der Melanozyten durch Fusion der melanosomalen Membran mit der
Zellmembran, ein Eintritt freier Melanosomen in den Extrazellularraum und der Endozytose durch
Keratinozyten [95, 97]. An der Exozytose ist unter anderem der Exozyst-Komplex beteiligt,
welcher die zu sekretierenden Vesikel an die Plasmamembran bindet, bis die Fusion mit eben
jener Uber soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment proteins receptors (SNARES)
initiiert wird [95]. Dies wird auch als Tethering oder Docking bezeichnet. Der Exozyst-Komplex
besteht aus insgesamt acht Untereinheiten, die im engeren Sinne als EXOC1-8 benannt sind,
jedoch werden auch andere Proteinnamen anhand deren ,Sec-“ oder ,Exo-“ Namen verwendet:
EXOC1 (= Sec3), EXOC2 (= Sech), EXOC3 (= Sec6), EXOC4 (= Sec8), EXOC5 (= Secl0),
EXOC6 (= Secl5), EXOC7 (= Exo70) und EXOCS8 (= Exo084) [98]. Diese acht Proteine bilden
schlieBlich zwei Subkomplexe, von denen sich EXOC1-4 zum ersten und EXOC5-8 zum zweiten
Subkomplex ansammeln — ein Mechanismus, der von der Hefe bis zum Sauger hoch konserviert
ist [96]. Beispielsweise zeigen Hefezellen mit Exozyst-Mutationen eine intrazellulare Anhaufung
von sekretorischen Vesikeln und Defekte in der Exozytose [95]. In Translation zu Saugetieren

konnten beispielsweise Moreiras et al. nachweisen, dass das Unterdricken der Exozysten-
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Untereinheiten Exoc4 oder Exoc7 die Melanosomenexozytose aus Melanozyten hemmt, ohne
die Melaninsynthese zu beeintrachtigen [99]. Bei einem solch hohen Grad an Konservierung wird
die umfassende Funktion des Exozyst-Komplexes in gleich mehreren basalen Vorgangen in
Neuronen sowie in anderen Zellen deutlich, wie etwa wahrend der Entwicklung, der Polaritéat von
Epithelzellen, der Auspragung von Cilien, der Zell-Zell-Kommunikation und letztlich auch in
malignen (patho-)physiolgischen Vorgangen wie etwa Krebs, der Immunitat und Infektionen [98].
Inwiefern der Exocyst-Komplex auch diese Arbeit bestimmt hat, wird in den Kapiteln des

Ergebnisteils deutlich.

1.4 Prognostische und préadiktive Biomarker in kolorektalen Karzinomen: Kombination

genetischer Biomarker wie SASH1 und tumorinfiltrierender T-Lymphozyten

Kolorektale Karzinome sind nach den geschlechtsspezifischen Tumoren der Brustdriise und der
Prostata sowie des Lungen- und Bronchialsystems die Tumorentitat mit der héchsten Inzidenz
und Mortalitat beider Geschlechter [100, 101]. Die Pathogenese dieser soliden Karzinome ist sehr
divers, da verschiedene molekulare Mechanismen zur Tumorgenese beitragen kénnen. Zum
Grol3teil entstehen sporadische kolorektale Tumore langsam Uber etwa zehn Jahre und bilden
dabei pramaligne Vorlauferlasionen aus, die sogenannten Adenome, welche auch diagnosti-
schen Wert in der Friherkennung besitzen. Die meisten Adenome entstehen durch eine Mutation
im APC (Adenomatous polyposis coli)-Gen, dessen Proteinprodukt als Teil eines Komplexes phy-
siologisch B-Catenin ubiquitinyliert, welches dann proteolytisch degradiert wird. Durch eine
APC-Mutation bleibt jedoch der Abbau des B-Catenins aus, welches in UbermaR in den Zellkern
geschleust wird und dort als Transkriptionsfaktor den proliferativen Effekt des Wnt-Signalwegs
vermittelt. [102] Etwa 70% der tubularen, villésen oder tubulovillésen Adenome besitzen eine
Mutation im APC-Gen und kénnen in maligne Karzinome ubergehen, indem in dysplastischen
Epithelzellen sequenziell weitere Mutationen auftreten, wie etwa im Onkogen KRAS und dem
Tumorsuppressorgen TP53 [103]. Unter dem morphologisch deskriptiven Begriff der serratierten
Adenome lasst sich eine weitere heterogene Gruppe an hyperplastischen Vorlauferlasionen zu-
sammenfassen, welche durch ein sternférmig-sagezahnartiges Epithel gekennzeichnet ist. Diese
Gruppe ist durch eine aktivierende Mutation im Onkogen BRAF und eine Hypermethylierung von
CpG-Inseln gekennzeichnet, wodurch epigenetisches Silencing des Mismatch-Reparaturgens
MLH1 begunstigt wird [104]. Infolgedessen gehen essenzielle Reparaturmechanismen wéhrend
der Zellproliferation verloren, was vermehrt zu Mutationen in den Mikrosatellitensequenzen und
damit zu einem hoéheren Mal3 an Mikrosatelliteninstabilitat fihrt [105]. Kolorektale Tumore mit
diesem Profil sind mit einer besseren Prognose und einer héheren Infiltration des Tumors mit
Lymphozyten assoziiert als solche mit einer Mikrosatellitenstabilitat [106]. Aus Griinden der Voll-

standigkeit seien hier noch vererbte genetische Syndrome genannt, die in 2-5% der Falle durch
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Keimbahnmutationen in Tumorsuppressor- oder Reparaturgenen und eine zusatzliche somati-
sche Mutation verursacht werden und &hnliche molekulare Mechanismen aufweisen: die beiden
haufigsten sind das Lynch-Syndrom mit Defekten in DNA Mismatch-Reparaturgenen und folglich
hoher Mikrosatelliteninstabilitat sowie die familiare adenomatose Polyposis mit einer Mutation im
APC-Gen [107].

Anhand dieser Ausfuhrungen wird ersichtlich, dass kolorektale Karzinome weniger ein monokau-
sales Krankheitsgeschehen darstellen, sondern vielmehr als gemeinsamer Ausdruck einer
Krankheit mit unterschiedlichsten molekularbiologischen Pathologien zu verstehen sind. Fur Pa-
tientinnen und Behandlerinnen ist es dabei gleichermaf3en notwendig, das Risiko einer Wieder-
erkrankung, sei es durch ein Rezidiv des Primartumors selbst oder durch das Wachstum einer
metastatischen Ablagerung, ebenso abschétzen zu kénnen wie die Notwendigkeit fir eine anti-
tumorale Therapie und deren zu erwartende Wirksamkeit. Zwar werden Patientinnen vor der ope-
rativen Therapie durch die klinische Untersuchung, Bildgebungsverfahren und der histopatholo-
gischen Aufarbeitung von Biopsien dem sogenannten Staging zugefuhrt, um der Erkrankung das
jeweilige Stadium zuzuweisen und um daraus therapeutische Konsequenzen zu ziehen [103].
Jedoch ist in den letzten Jahren trotz des Fortschritts in der Behandlung von kolorektalen Karzi-
nomen und steigenden Therapieoptionen die Verfeinerung des Stagings im Wesentlichen ausge-
blieben [108]. Prognostische Biomarker haben zu einer vereinfachten Einteilung von vier mole-
kularbiologischen Grundtypen kolorektaler Karzinome — den vier ,Consensus molecular sub-
types” (CMS) — geflhrt, jedoch erkennt man die Unscharfe dieser Einteilung bereits daran, dass
13% der hierflir verwendeten Tumorproben eine flinfte Gruppe mit Mischformen und schwer zu-
ordenbaren Subtypen bilden [109]. Diese Biomarker sowie das konventionelle Staging mégen
einen prognostischen Wert besitzen und zu Therapieentscheidungen beitragen, doch lassen sie
weder einen Schluss auf die Notwendigkeit einer adjuvanten Chemotherapie, noch auf das indi-
viduelle Ansprechen der Patientinnen auf eben jene zu [103]. Gerade flr Patientinnen mit kolo-
rektalen Karzinomen der Stadien Il und Il mit zusatzlichen Risikofaktoren stellt sich also haufig
die Frage, wer von einer (neo-)adjuvanten Chemotherapie profitiert und wer ein hohes Risiko
besitzt, nach der operativen Tumorentfernung und ohne adjuvante Chemotherapie eine Rekur-
renz der Krankheit zu entwickeln. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sind in etwa bei 30% der Pa-
tientinnen bereits lokale Lymphknoten befallen, ohne dabei Fernmetastasen ausgebildet zu ha-
ben, was den Stadien IlIA-IIIC entspricht. Patientinnen in diesen Stadien besitzen eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 86% (llIA), 72% (I1IB) respektive 36% (IIIC) und zeigen ein Risiko fur eine
Rekurrenz der Krankheit von 33% nach adjuvanter Chemotherapie verglichen mit einem Risiko
von 45% nach alleiniger operativer Therapie [110, 111]. Wohlgemerkt werden dabei alle Patien-
tinnen potenziell schadlichen Nebenwirkungen ausgesetzt. Geeignete pradiktive Biomarker
kdnnten das individuelle Ansprechen auf eine Therapie und das Risiko eines Rezidivs ohne wei-

tere Therapie abschéatzen. Solche molekularen Marker sind messbare, medizinische Zeichen fur
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den Gesundheitszustand der Patientinnen, die genau und reproduzierbar erhoben werden kén-
nen und die als Indikator fur pathologische oder physiologische Prozesse oder Krankheiten fun-
gieren [112]. Bisher konnte gezeigt werden, dass Mutationen in KRAS, BRAF V600E oder
PIK3CA sowie eine PTEN-Defizienz pradiktive Marker fir das Ansprechen auf eine spezifische
Therapie mit EGFR-Inhibitoren darstellen, jedoch fehlen fir die klinische Praxis weiterhin spezi-
fische Marker fiir kolorektale Karzinome unterschiedlicher molekularpathologischer Atiologie
[113]. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass mehrere zu einem Testpanel zu-
sammengefasste genetische Marker das Risiko fur ein Wiederauftreten der Tumorerkrankung in
Form einer metastatischen Ablagerung stratifizieren konnen und dass dieses Instrument ebenso
einen prognostischen Wert besitzt [18, 114-117].

Neben genetisch definierten Markern stellt auch das Immunsystem eine wichtige Einflussgréf3e
auf das Tumorwachstum dar. Schon in den 1950er Jahren wurde eine tumorsuppressive Funktion
des Immunsystems vermutet, wobei diese These erst Jahrzehnte spater durch tiefergehende
Studien belegt werden konnte, welche zeigten, dass verschiedene Tumore tatsachlich Antigene
prasentieren, die wiederum von tumorinfiltrierenden (T-)Lymphozyten (TIL) erkannt und lysiert
werden kdnnen [118, 119]. Diese Beobachtungen pragten den Begriff der Immunosurveillance,
also einer Immuniiberwachung von Neoplasien durch das Immunsystem. Diese Uberwachung
stellt allerdings gleichermalRen einen Selektionsdruck fir Tumorzellen dar, sodass Tumor-Es-
cape-Varianten ohne dominante Antigene oder fehlende Komponenten entstehen, die fur die
Empfindlichkeit gegenlber einer immunvermittelten Abtétung erforderlich sind: das sogenannte
Immunoediting [118]. Der tumorsuppressive Einfluss von tumorinfiltrierenden Lymphozyten
konnte flr verschiedene Krebsentitaten einschlie3lich kolorektaler Karzinome gezeigt werden
[120-122]. Vor allem stellte die Gesamtheit CD3-positiver T-Lymphozyten, deren CD8-positiven
zytotoxischen Effektorzellen sowie CD45RO-positive Gedachtnis-T-Zellen einen prognostischen
Wert in humanen kolorektalen Karzinomen dar, welcher jenen der UICC-TNM-Klassifikation Gber-
legen war [123, 124]. Mehr noch: etwa 25% der Patientinnen mit einem lokalen Tumorbefall
(UICC I/Il), die nach dem Standard nur mit einer lokalen operativen Therapie versorgt werden,
erleiden eine Rekurrenz ihrer Erkrankung. In einer retrospektiven Studie mit zwei unabhangigen
Kohorten und insgesamt 602 Teilnehmenden konnte gezeigt werden, dass nur 4,8% der Patien-
tinnen mit einem hohen Anteil tumorinfiltrierender Lymphozyten nach funf Jahren eine Rekurrenz
ihrer Krankheit entwickelten, wohingegen 72% der Patientinnen mit einem geringen Score an
TILs ein erneutes Tumorwachstum prasentierten und nur 27% nach funf Jahren noch am Leben
waren. [125] Es ist also von grol3em Interesse vorhersagen zu kénnen, welche Patientinnen von
einer (neo-)adjuvanten Therapie (auch in scheinbar giinstigen Tumorstadien) profitieren wirden
und welche Patientlnnen hierflr weniger in Betracht kommen. Dies erfordert also eine pradiktive
Aussage uber einen maglichen Therapieerfolg. In einem Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob
ein Panel an genetischen Markern, erweitert um die Dichte tumorinfiltrierender T-Zellen, das in-

dividuelle Risiko fir metachrone Metastasen sowie das Ansprechen auf eine 5-Fluorouracil 5-FU
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basierte, adjuvante Therapie fir kolorektale Karzinome des Stadiums Ill prognostiziert werden
kann. Hierfiir wurden retrospektiv das Uberleben beziehungsweise das Ansprechen auf eine
5-FU gestiitzte Therapie von 84 Patientinnen mit der Expression verschiedener genetischer und
immunologischer Marker korreliert und die Rolle von SASHL1 als prognostischer und pradiktiver
Biomarker Uberpruft. Zwar ist durch vorherige Arbeiten bereits eine prognostische Relevanz von
SASHL1 in Patientinnen mit kolorektalen Karzinomen der UICC-Stadien Il bis IV beschrieben, je-

doch wurde der pradiktive Charakter dieser Marker bisher nicht systematisch tberprift [7, 18].
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2. Material und Methoden

In Tabelle 10 sind die wichtigsten Puffer zu finden. In Tabelle 13 sind die wichtigsten Chemikalien,
in Tabelle 14 die wichtigsten Verbrauchsmaterialien und in Tabelle 15 die wichtigsten kommerzi-
ellen Kits zu finden. Die verwendeten Bakterien, Zelllinien und Mé&use sind in Tabelle 16 und die
technischen Hilfsmittel in Tabelle 17 gelistet.

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolation genomischer DNA

Gewebe, bzw. Zellen, wurden in 100 ul Lysepuffer (0,1 M NaCl, 50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 0,5%
SDS, 5 mM EDTA) angesetzt. Fir Gewebeproben wurde zudem ein Verdau mit 1 mg/ml Pro-
teinase K (Sigma-Aldrich) bei 56 °C tGber Nacht durchgefihrt. Nach der Lyse wurde zu den Pro-
ben 200 pl Isopropanolol hinzugefiigt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Zentrifugation bei 18.400 g fiir 10 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand wurde ver-
worfen, das Sediment einmal mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 pl ddH20O re-
suspendiert. Die Konzentration der DNA wurde photometrisch mit einem NanoDrop 1000 Spekt-

rophotometer (Thermo Fisher) bestimmt.

2.1.2 RNA-Isolierung, reverse Transkription und gRT-PCR

Die Isolierung von RNA erfolgte mithilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) und dessen Protokoll. Fir
die reverse Transkription wurde pro Ansatz 1 ug RNA eingesetzt und mittels dem RevertAid H
Minus Reverse Transcriptase System (Thermo Fisher), Random Hexamer Primer und Oligo(dT)1s
Primer in cDNA uberfihrt. Dafur wurde folgendes Mengenverhaltnis verwendet und die Probe
anschliel3end bei 70 °C flir 10 Minuten inkubiert und auf Eis gestellt.

Reagenz Menge

RNA 1ug

Random Hexamer Primer 0,2 ug

Oligo(dT)1s 0,5 ug

ddH.O Bis zu Volumen von 12,5 pl

Die Transkription wurde dann mit folgenden Reagenzien durchgefihrt:

Reagenz Menge
Volumen aus vorherigem Schritt 12,5 pl
Reaktions Puffer (5x) 4 ul
RNase Inhibitor 20U
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dNTP Mix 1mM pro Nukleosid
RevertAid H Minus RT 200 U
ddH.O Bis zu Volumen von 20 pl

Die Reaktion wurde zuerst fir 10 Minuten bei Raumtemperatur, dann fir 60 Minuten bei 42 °C
und schlieBlich fir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Mit einem LightCycler 480 Il PCR-Gerat (Roche)
wurde durch gRT-PCR schliel3lich die Genexpression bestimmt, indem neben den passenden
Primerpaaren (Tabelle 11) die gRT-PCR mittels des SYBR-Systems durchgefiihrt, oder — bei
sondenbasierter gRT-PCR — zusatzlich die geeigneten Universal Probe Library (UPL) Proben
eingesetzt wurden. In 96-Well Platten wurden folgende Reagenzien vorgelegt (Angaben in Klam-
mern beziehen sich auf Mengen einer SYBR gqRT-PCR):

Reagenz Volumen pro Well

Genexpressions Mastermix Abi 10 pl

(Mastermix SYBR) (25 uh

Primer fwd [20 pM] 0,2 ul (1 pl, 25 pMm)
Primer rev [20 uM] 0,2 ul (1 pl, 25 pMm)
UPL 0,2 ul ()
Verdinnte cDNA 5 pl (10 pl)

ddH.O Bis zu 20 ul

Die Daten wurden mit der Software LightCycler 480 v1.5 analysiert. Die Expressions-Ergebnisse

des Zieltranskripts wurden in Relation zur Expression des jeweiligen Referenzgens angegeben.

2.1.3 Genotypisierung von Sash1RF2H-Mausen

Durch PCR-Reaktionen von Ohrstanzen junger Mause wurde der Genotyp bestimmt. Die Isolie-
rung der DNA erfolgte wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben. Um das Wildtyp oder das Sash1RFARY-
Allel nachzuweisen bewéhrte sich folgender Reaktionsansatz und das anschlieRende PCR-Pro-

tokoll:
Reagenz Volumen
Primer fwd [25 pM] 1l
Primer rev [25 pM] 1l
Genomische DNA 1l
dNTPs (5 mM) 1 pl

DreamTaq Puffer + 20 mM MgCl, 2,5ul
DreamTaq DNA-Polymerase 5 U/ul 0,2 ul
ddH-20 Bis zu 20 pl
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Schritt | Temperatur [°C] Dauer [s] Zyklen
1 95 120 1

2 95 30

3 60 30 35

4 72 60

5 72 600 1

6 4 -

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel zur Elektrophorese geladen und ge-

mal dem spezifischen Bandenmuster der Produktgrof3en interpretiert.

2.1.4 Zellfraktionierung

Um die Zellen der humanen Melanomzelllinie MelJuSo [126] in die Komponenten Zytoplasma
und Nucleus zu trennen, wurden zwei Versionen einer Zellfraktionierung durchgefihrt. Zellen ei-
ner 10 cm Platte wurden mit PBS (Thermo Fisher) gewaschen, mit eiskaltem PBS auf Eis abge-
schabt und in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefafd transferiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 2
Minuten bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das verbleibende
Pellet wurde in 960 pl 0,3% NP-40 (Thermo Fisher) in PBS durch Auf- und Abpipettieren resus-
pendiert. Fir das Gesamtzelllysat wurden von dieser Suspension 320 pl und 80 ul 5x Laemmli
mit 100 mM DTT (Fermentas) in ein weiteres Mikroreagiergefald gegeben. Die restliche Suspen-
sion wurde bei 4 °C und 15.000 rpm fur eine Minute zentrifugiert. Fur die zytosolische Fraktion
wurden erneut 320 pl des Uberstands abgenommen und mit 80 pl 5x Laemmli (100 mM DTT
(Fermentas)) vermischt und anschlieBend fir eine Minute bei 95 °C erhitzt. Das im vorherigen
Schritt verbliebene Zellpellet wurde fiinfmal mit 1 ml 0,3% NP-40 (Thermo Fisher) in PBS gewa-
schen, indem die Suspension jeweils flir eine Minute bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen wurde. Das Pellet wurde dann in 180 pl 1x Laemmli mit 100 mM DTT
(Fermentas) resuspendiert, um die Nuclei zu erhalten. Nach der Ultraschallbehandlung der Zell-
kernfraktion mit einem Nadel-Dismembrator bei 4 °C fur etwa 5-10 Sekunden wurden diese und
die Mikroreagiergefal3e des Gesamitzelllysats fur 10 Minuten bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues GefaR uberfiihrt. Fur die Fraktionierung der Abbildung 15 A wurde
initial fir 15 Sekunden mit 3.000 rpm zentrifugiert und das verbleibende Pellet in 960 pl 0,1% NP-
40 resuspendiert. Fir die Fraktionierung wurde diese Suspension dann fur 15 Sekunden und
3.000 rpm zentrifugiert. Anstelle von finfmaligem Waschen wurde im alternativen Protokoll nur
einmal mit 0,1% NP-40 gewaschen. Nach der Ultraschallbehandlung wurde erneut fiir 15 Sekun-

den bei 10.000 rpm zentrifugiert. Alle Proben wurden anschlie3end bei -20 °C gelagert.
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2.1.5 Photometrische Bestimmung des Melaningehalts von MelJuSo-Zellen

Um das intrazellulare Melanin der Melanomzellen MelJuSo zu bestimmen, wurden diese in den
10 cm Kulturschalen mit PBS (Thermo Fisher) gewaschen und anschlieBend fir das Zahlen mit
einer Neubauer Zahlkammer mittels Trypsins (Sigma Aldrich) abgeldst. 2x10° Zellen der jeweili-
gen Genotypen wurden in ein 1,5 ml Mikroreagiergefal gegeben, um die Zellen dann bei 1.200 g
fir 10 Minuten zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen. Das Zellpellet
wurde in 250 pl 1 M NaOH mit 10% DMSO (Merck) resuspendiert und fiir zwei Stunden bei 80 °C
verdaut. Die folgende Bestimmung der Melaninkonzentration erfolgte mit Hilfe von synthetischem
Melanin (Sigma-Aldrich), welches in den Konzentrationen 0 pg/ml, 0,625 pg/ml 1,25 pg/ml,
2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml und 20 pg/ml in 1 M NaOH mit 10% DMSO (Merck) als
Standard frisch angelegt wurde. In einer 96-Well-Platte wurden zur Doppelbestimmung der Ex-
tinktion mittels des MRX Microplate Reader (Dynex-Technologies) pro Probe je 125 ul des Mela-
ninstandards und des Uberstands der MelJuSo-Lysate transferiert, die Extinktion gemessen und
die Konzentration der Proben anhand der Standardgeraden abgeleitet.

2.1.6 Sequenzierung des mit dem CRISPR/Cas9-System veranderten SASH1-Lokus

Zur Sequenzierung des SASH1-Lokus, welcher durch das CRISPR/Cas9-System und die
Guide-RNA S1 und S2 verandert wurde, wurden spezifische Primer zur Amplifikation des Lokus
genutzt (Tabelle 11). Isolierte genomische DNA wurde als Vorlage fir die PCR unter Verwendung
der Phusion Hot Start II| DNA-Polymerase (Thermo Fisher) gemafd dem Herstellerprotokoll ver-
wendet. Das PCR-Produkt wurde dann mittels NGS CRISPR-Amplikon-Sequenzierung (CCIB
DNA Core, Massachusetts General Hospital, Boston, USA) sequenziert.

2.1.7 Massenspektrometrisches Screening von Sashl in Sash1RFAHY-Mausen

Fir die Untersuchung des Proteoms wurden von je drei Wildtyp-Kontrollmausen und Sash1RFAHY-
Mausen das Cerebellum entnommen, und in je 200 pl Lysepuffer bestehend aus 100 mM Tris pH
8,5 mit, 1% Natriumdesoxycholat (Sigma), 10 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin (Sigma-Aldrich)
und 40 mM Chloracetamid (Sigma-Aldrich) fur drei Minuten unter Verwendung des TissueLyser
(Qiagen) lysiert. AnschlieRend wurden die Lysate fur zehn Minuten bei 95 °C erhitzt. Die weitere
Vorbereitung, Vorfraktionierung und Analyse der Proben erfolgte durch die Kooperationspartner

am Max-Plack-Institut fur Biochemie, Martinsried, nach deren Protokoll [127-129].
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die humanen Zelllinien MelJuSo und HEK293 wurden bei 37 °C, 7% CO2 und 95% Luftfeuchtig-
keit in Inkubatoren gelagert und in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Thermo Fisher)
kultiviert, welches zusatzlich 10% hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum (FCS) (Biochrom), 100 U
pro ml Penicillin (Biochrom), 100 pg pro ml Streptomycin (Biochrom) und 2 mM L-Glutamin
(Thermo Fisher) enthielt. Zum Ablésen der Zellen wurden ebenjene mit PBS (Thermo Fisher)
gewaschen und mit Trypsin (Sigma-Aldrich) fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um die Zellen
lAngere Zeit in flissigem Stickstoff lagern zu kdnnen wurden diese mit einem Gemisch von 10%
DMSO (Merck) und 90% FCS eingefroren.

2.2.2 Lipid-vermittelte Transfektion

Zellen der Zelllinien MelJuSo und HEK293 wurden mit verschiedenen Vektoren transfiziert, nach-
dem sie eine 60—70-prozentige Konfluenz in einer 6-Well-Platte erreicht haben. Daflr wurde mit
FUGENE HD (Promega) oder Attractene (Qiagen) eine Lipid-vermittelte Transfektion der Zellen
mit dem gewilnschten Vektor durchgefiihrt. 100 pl Opti-MEM (Thermo Fisher) und 8 ul FUGENE
HD (bzw. 7,5 ul Attractene) wurden mit 2 ug der Vektor-DNA vermischt und nach Vortexen fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte durch langsames Zugeben des Gemi-
sches zu den Zellen die Transfektion. Fur die Transfektion von MelJuSo- und HEK293-Zellen fur
einen transienten Knockdown mittels siRNA wurde ahnlich verfahren. Wildtyp-Zellen von HEK293
und von MelJuSo wurden in einer 6-Well-Platte ausgesat. Pro Well wurden zunéchst 150 pl Opti-
MEM (Thermo Fisher) mit 9 pl des Transfektionsreagenz Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen)
und 150 ul Opti-MEM mit 3 pl (30 pmol) der jeweiligen siRNA vermischt, bis die beiden Anséatze
dann zusammengefuhrt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Das Gemisch
wurde dann tropfchenweise auf die entsprechenden Zellen gegeben. Bei allen Verfahren wurden

nach 24 h die Transfektionsreagenzien durch Waschen und Wechsel des Mediums entfernt.

2.2.3 Generierung von SASH1-Knockout MelJuSo-Zellen

Um in MelJuSo-Zellen einen stabilen SASH1-Knockout herzustellen, wurden diese mit dem Vek-
tor pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 und den dafir entwickelten Guide-RNAs S1 oder S2
transfiziert. Der Vektor selbst war ein Geschenk von Feng Zhang (Addgene Plasmid #62988;
http://n2t.net/addgene:62988; RRID:Addgene_62988), wobei die Guide-RNAs in Vorarbeiten un-
serer Arbeitsgruppe von Dr. Fabian Christoph Franke (Klinikum rechts der Isar, Technische Uni-

versitat Minchen) entworfen und in den Vektor ligiert wurden [130]. Zwei Tage nach der Trans-
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fektion wurden die Zellen mit 1 ug/ml Puromycin fur 72 h behandelt und anschlieBend zum Ent-
fernen des Antibiotikums vorsichtig mit PBS gewaschen. Weitere 48 h spater wurden die verblie-
benen Zellen abgel6st und in niedriger Konzentration auf 10 cm Platten ausgebracht. Sobald
Kolonien eines Zellklons sichtbar wurden, wurden diese in 48-Well-Platten passagiert, um dort
weiterzuwachsen. Waren diese Kolonien grof3 genug, wurden sie teils passagiert und teils zur

Uberpriufung auf SASH1-Defizienz via Immunoblot lysiert.

2.2.4 Zellproliferationsassay

Die Zellproliferation wurde mit dem kolorimetrischen XXT Cell Proliferation Kit Il (Roche) und dem
dazugehorigen Protokoll Gberprift. Dabei wurden in einer 96-Well-Platte 2.000 Zellen pro Well in
DMEM mit 2% FCS ausgebracht und die XTT-Tetrazoliumsalze Reagenzien zu den Zellen gege-
ben. Als Ausgangswert wurde eine 0 h Messung durchgefiihrt. Bei weiteren Messungen nach
4 h, 6 h und 24 h wurde von der héheren Absorption des Reagenzes jene vom Ausgangswert
subtrahiert und fur die Auswertung ein Faktor gebildet, welcher angibt, um wie viel die Absorption

im Vergleich zum Ausgangswert angestiegen ist.

2.2.5 Transwell Migrationsassay und Invasionsassay

Diese beiden Assays dienen zur Evaluation der Migration durch einen chemotaktischen Stimulus
(Transwell-Migrations-Assay) und zuséatzlich der Migration in extrazellulare Matrix (Invasions-As-
say). Dafur wurden jeweils spezielle Inserts verwendet: 8,0 ym Transwell Permeable Supports
(Corning) und 8,0 um Matrigel Invasion Chamber (Corning). Diese wurden zur Vorbereitung mit
10% FCS in DMEM fir 2 h bei 37 °C beschichtet, mit PBS gewaschen und in die jeweiligen Wells
wurde DMEM mit 10% FCS vorgelegt, wobei fiir die Migration 600 pl und fir die Invasion 750 pl
bendtigt wurden. Die Inserts wurden dann mit 2x10° Zellen in 100 pl DMEM ohne FCS fir die
Migration beziehungsweise 3x10° Zellen in 500 pl DMEM ohne FCS fir die Invasion beftllt. Nach
einer Inkubationszeit von 24 h (Migrations-Assay) respektive 48 h (Invasions-Assay) bei 37 °C
wurden die Inserts vorsichtig mit PBS gewaschen und die Zellen fur 20 Minuten mit 3% PFA in
PBS bei Raumtemperatur fixiert und wiederholt mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen an der Oberseite der Membran vorsichtig mit einem Baumwollstabchen entfernt. Die Zellen
an der Unterseite wurden mit 0,5% Triton X-100 (Carl Roth) in PBS fir 10 Minuten bei Raumtem-
peratur permeabilisiert. Das Insert wurde dann nach einem weiteren Waschschritt auf einen
100 pl Tropfen DAPI 1:5.000 (Thermo Fisher) fir 10 Minuten gestellt und so die durchwanderten
Zellen markiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden von den durchwanderten Zellen je
10 Aufnahmen pro Ansatz in 20-facher VergréRerung mit einem inversen AxioObserver Z1 Mik-

roskop (Carl Zeiss) gemacht und die Zellen ausgezahlt.
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2.2.6 Wundheilungs-Assay

Fur diese Art des 2D-Migrationsassays wurden Culture-Insert 2 Well (Ibidi) verwendet, welche
einen praformierten Spalt von 500 um bilden, und mit 10 pg/ml Fibronectin (Roche) fur 1 h bei
37 °C beschichtet. In jede Kammer des Inserts wurden 1x10° Zellen in 100 yl DMEM mit 10%
FCS ausgesat, welche zuvor fur 2,5 h mit 0,625 pg/ml Mitomycin behandelt wurden, um die
Proliferation zu unterbinden. Zur Adhasion der Zellen wurde der Ansatz bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Insert entfernt und Ausgangsaufnahmen, sowie Aufnah-
men nach 48 h Inkubationszeit mit einem AxioObserver Z1 (Zeiss) Mikroskop erstellt. Die kollek-
tive Migration der Zellen in den Spalt wurde ermittelt, indem die zellfreie Flache mit der Software
ImageJ v1.51 (National Institutes of Health, USA) gemessen und der Wert nach 48 Stunden durch
die Flache des unbewachsenen Spaltes (entspricht dem Ausgangswert nach Null Stunden) divi-
diert wurde. Der Quotient entspricht dem Anteil der zellfreien Flache nach 48 Stunden. Dieser
Wert wurde dann von 100 Prozent subtrahiert, um den Schluss des Spalts in Prozent angeben

zu kdénnen.

2.3 Immunologische Methoden und Mikroskopie

2.3.1 Zelllyse und Immunoblot

Um Lysate von Zellen bzw. von Geweben zu erstellen, wurde das Material mit PBS gewaschen
und in eiskaltem RIPA-Puffer lysiert, welcher folgende Inhibitoren enthielt: 1 mM NasVOa., 1 mM
NaF, 1 mM Pefabloc, 2x Protease Inhibitor Cocktail (Roche), 1 mM 3-Glycerophosphat, 1 mM
Benzamidine, 1 mM PMSF, 1 ug/ml Pepstatin. Gewebe wurde mit RIPA-Puffer unter Verwendung
eines TissueLyser Gerates (Qiagen) und einer autoklavierten Metallkugel homogenisiert. Die Ly-
sate von Zellen und Geweben wurden dann mit Ultraschall behandelt und fur 15 Minuten bei 4 °C
zur weiteren Inkubation rotiert. Nach der Zentrifugation bei 4 °C und 18.620 g fur 15 Minuten
wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration das Pierce BCA Protein Quantification Kit
(Thermo Fisher) genutzt und dem Uberstand 5x Laemmli hinzugefiigt, sodass der Puffer letztlich
eine einfache Konzentration aufwies. Nach der Durchfiihrung des BCA Assays wurden alle Pro-
ben beztglich ihrer Proteinkonzentrationen mit 1x Laemmli vereinheitlicht. Fur die SDS-Acrylamid
Gelelektrophorese der Proben mit dem PerfectBlue PAGE System (Peglab) erfolgte ein Aufko-
chen der Proben fir 5 Minuten bei 95 °C. Mithilfe des Transblotting Systems (Biorad) wurden die
Proteine des SDS-Gels auf eine 0,45 um Nitrocellulosemembran (GE Healthcare Life Sciences)
ubertragen und die Membran schlie3lich mit 5% Milchpulver (Carl Roth) in PBST fur 1 h blockiert
und schlief3lich je dreimal fir 10 Minuten mit PBST gewaschen. Die Inkubation mit dem Priméaran-
tikorper (Tabelle 12) in entweder 5% Milchpulver oder 5% BSA (Sigma-Aldrich) erfolgte tber

Nacht bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit PBST fir 10 Minuten wurde die Membran mit
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dem entsprechenden HRP-konjugierten Sekundarantikdrper (Jackson Immunoresearch, Tabelle
12) in 5% Milchpulver in PBST fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, erneut dreimal mit PBST
gewaschen, anschliel3end die Proteine durch Chemilumineszenz auf Rontgenfilmen abgelichtet

und entwickelt oder mithilfe eines Imagers (Analytik Jena) dargestellt.

2.3.2 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie diente der Analyse von Zellen und humanem Gewebe, wel-
ches dafir in TissueTek (Sakura) eingebettet und bei -80 °C solange gelagert wurde, bis es mit-
hilfe eines Kryostats (Leica) in 6-8 um Schnitte prapariert werden konnte. Zellen wurden auf
Deckglaser ausgebracht, die zuvor fiur 1 h bei 37 °C mit 5 pg/ml Fibronectin (Roche) in PBS
beschichtet wurden. Alle folgenden Schritte fanden bei Raumtemperatur statt: Vor der Fixierung
mit 3% PFA (Sigma-Aldrich) in PBS fur 20 Min, wurden Zellen sowie Gewebeproben mit PBS
gewaschen. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit 50
mM NHA4CI in PBS fiur weitere 20 Minuten und anschliel3end wieder ein Waschschritt mit PBS
bevor die Proben mit 0,1% Triton X-100 (Carl Roth) in PBS fur 3 Minuten permeabilisiert wurden.
Darauf folgte erneutes Waschen mit PBS sowie das Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit
2% BSA (Sigma-Aldrich) in PBS fur 1 h, woraufhin die Zellen bzw. Gewebe mit dem jeweiligen
Antikérper (Tabelle 12) in 2% BSA lber Nacht bei 4 °C inkubiert wurden. Tags darauf wurden die
Proben erneut dreimal gewaschen und je nach Primarantikdrper Alexa Fluor 488- oder Cy3-kon-
jugiertem Sekundarantikérper inkubiert. Flr Farbungen des Zellkerns wurde DAPI (Thermo Sci-
entific), fur F-Aktin TRITC-Phalloidin (Sigma-Aldrich) verwendet. Alle sekundaren Farbungen
wurden in 2% BSA fir 1 h bei Raumtemperatur durchgefuihrt, worauf erneutes Waschen mit PBS
folgte. Zuletzt wurde auf den Proben mithilfe von Gelatine ein Deckglaschen versehen und Auf-

nahmen mit einem AxioObserver Z1 (Zeiss) Mikroskop angefertigt.

2.3.3 Live Cell Imaging

Die Evaluierung des intrazellularen Melanosomentransports in MelJuSo Wildtyp- und Knockout-
Zellen erfolgte durch Live Cell Imaging mithilfe des Zeiss Observer Mikroskops unter Verwendung
einer CO2-Inkubationskammer (Zeiss) und der AxioCam (Zeiss). Damit zum Zeitpunkt der Mikro-
skopie die Zellen vereinzelt jedoch adharent am 35 mm p-Dish (Ibidi) vorlagen, wurden initial 1,0
x 1073 MelJuSo-Zellen in einem Volumen von 2 ml ausgebracht und Gber Nacht inkubiert. Die
Aufnahmen erfolgten im Hellfeld mit 100-facher Vergré3erung durch das Plan-Neofluar 100x/1.30
Ol-Objektiv.
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2.3.4 Erhebung tumorinfiltrierender T-Lymphozyten in Gewebeschnitten

Um eine moglichst groRe Flache der Gewebeschnitte humaner Kolonkarzinome beurteilen zu
kénnen, wurde mithilfe des Fluoreszenzmikroskops Axiovert 200M (Zeiss) — und dessen
Mdglichkeit einer automatischen Tischfiihrung — sowie des Tools MosaiX der Software AxioVision
(Zeiss) ein aus 36 Einzelaufnahmen bestehendes Mosaik erstellt. Dies ermdoglichte die
individuelle Einstellung der Fokusebene im Kanal Cy3 jeder Aufnahme und eine anschlieRende
qualitativ hochwertige Quantifizierung der T-Zellen. AuRerdem konnte ein Ausbleichen der
sekundaren fluoreszierenden Antikdrper der Schnitte verhindert werden, indem die Aufnahmen
des DAPI-Kanals getrennt von jenen des Hellfelds-, Alexa488- und Cy3-Kanals erfolgten. Um
moglichst gut beurteilbare Bilder zu erhalten, wurde ein Ol-lmmersions-Objektiv mit 40-facher
VergroRerung (Zeiss) verwendet. Fir eine Vereinheitlichung der gezahlten Zellen pro mm?2 wurde
das 7981x5980 Pixel groRe Gesamtbild um den Skalierungsfaktor 0,16 pm/Pixel bereinigt,
sodass schlussendlich eine Flache von 1.221.795 pm?, also 1,22 mm? je Mosaik untersucht
wurde. Jede Gewebeprobe wurde jeweils mit bis zu drei Mosaikaufnahmen untersucht.
AnschlieBend erfolgte die manuelle Auszéhlung unter Zuhilfenahme der Zahlfunktion der
Software AxioVision (Zeiss). Sollten sich in einem Mosaik nicht beurteilbare oder leere
Einzelbilder befunden haben, so wurden diese ausgeschlossen und der Umrechnungsfaktor fur

eine Zellzahl pro Quadratmillimeter von 1,22 entsprechen Kkorrigiert.

2.3.5 Zéahlung intrazellularer Melanosomen der Melanomzellinie MelJuSo

Fur die Zahlung der produzierten Melanosomen wurden sowohl MelJuSo Wildtyp- als auch
Knockout-Zellen in Mikrotiterplatten mit 6 Vertiefungen und einem einliegenden, beschichteten
Deckglaschen ausgesaht und Uber Nacht inkubiert. Die Beschichtung, Fixierung und Farbung
erfolgte wie unter 2.3.2 beschrieben. Da die Zellen bis zur Fixierung durch mehrere Zellteilungen
nicht mehr vereinzelt vorlagen, wurden Gruppen von zwei, drei, vier, finf, sechs oder acht
Zellgruppen fotografiert und die Gesamtzahl der anschlieBend ausgezahlten Melanosomen durch
die jeweilige Anzahl der Zellen geteilt. Die Zahlung selbst erfolgte fur den jeweiligen Untersucher
verblindet und halbautomatisch mithilfe der Software ImageJ v1.51 (National Institutes of Health,
USA), anhand der Funktion ,Analyze Particles".

2.3.6 Co-Immunprazipitation

Diese Methode wurde verwendet, um eventuelle Interaktionspartner von SASH1 zu ermitteln.
Dafir wurden HEK293 oder MelJuSo-Zellen in RIPA-Puffer lysiert, welcher 1 mM NazVOa, 1 mM
NaF, 1 mM Pefabloc, 2x Protease Inhibitor Cocktail (Roche), 1 mM B-Glycerophosphat, 1 mM
Benzamidin, 1 mM PMSF und 1ug/ml Pepstatin enthielt, aber — anders als in 2.3.1 dargestellt —

kein SDS. Zudem wurde auf die Ultraschallbehandlung der Zellen verzichtet. Wie in Abschnitt
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2.3.1 beschrieben wurden die Proteinkonzentrationen und Volumina vereinheitlicht und mit 3 pg
der Antikorper gegen V5 beziehungsweise GFP (Tabelle 12) fur 2 h bei 4 °C rotiert. Des Weiteren
wurden 40 pl Protein G Sepharose Beads (Sigma-Aldrich), je nachdem ob es sich um Antikdrper
aus Kaninchen (A) oder Maus handelte (G), zweimal mit PBS und einmal mit RIPA-Puffer, wel-
cher Phosphatase- und Protease Inhibitoren enthielt, gewaschen. Die gewaschenen Beads wur-
den mit den Lysat-Antikorper-Gemischen fir eine weitere Stunde bei 4 °C rotiert. AnschlieRend
wurden die Ansatze viermal mit RIPA-Puffer (inklusive Phosphatase- und Protease-Inhibitoren)
gewaschen und jeweils wieder fir 1,5 Minuten bei 6.000 rpm abzentrifugiert. Die gebundenen
Proteine wurden unter Zugabe von 100 pl 1x Laemmli eluiert und zur weiteren Analyse durch

Immunoblots verwendet.

2.4 Tiermodell

Die retrovirale Transfektion muriner Stammzellen erfolgte durch das Labor von Philippe M. Sori-
ano der Icahn School of Medicine at Mount Sinai gemaR deren Protokoll [35]. Der verifizierte
embryonale Stammzellklon Gt(S2-5C1)S°, der eine Integration des Gene Trap in den Sashl-Lo-
kus enthielt, wurde revitalisiert und fiinf chimare Mause auf einem Sv129-Hintergrund erzeugt,
von denen zwei Mause eine Keimbahniibertragung zeigten. Das Mausmodell selbst wurde Uber
das MMRRC-Repository mit dem Resource Identifier RRID:MMRRC_036479-UCD bereitgestellt.
Die anfanglich chimaren Mause wurden mit jenen des Sv129-Stamms verpaart und auf diesem
Hintergrund fur einige Generationen aufrechterhalten. Schlief3lich wurden diese M&use dann suk-
zessive mit Mausen des C57BL/6N-Stamms verpaart und so die Sash1ROSAFARY Allele auf diese
Mause Ubertragen. Durch spatere Kreuzungen mit FLP-Deleter-Mausen wurde der Gene Trap
verkirzt und so das Sash1RF2"-Modell erzeugt. Im Falle von Organentnahmen wurden die un-
tersuchten Mause tierrechtlich und ethisch sachgemaf mittels einer manuellen zervikalen Dislo-

kation getotet.

2.5 Analyse humaner Gewebeproben

84 Patientlnnen des UICC-Stadiums Ill mit vollstandiger Resektion (R0O) eines Karzinoms des
Kolons aus zwei unabhangigen klinischen Zentren wurden untersucht. Die Patientinnen gaben
vor der Operation der Chirurgischen Klinik der Technischen Universitat Minchen eine informierte
Einwilligung zur Analyse der Daten und entnommenen Gewebe. Unmittelbar nach der Resektion
wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Patientinnen mit rektalen Karzinomen
wurden ausgeschlossen, da diese als eigene Entitat betrachtet werden missen und in der The-
rapie direkt abhangig von der Qualitat des operativen Eingriffs sind, sodass eine Verzerrung der

Ergebnisse hier vermieden werden sollte. Wie angegeben und zuvor beschrieben erfolgten die
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Analysen der Genexpression vor allem durch Dr. Dr. Ulrich Nitsche, Alexander Balmert und Sa-
bine Bauer [22].

2.6 Statistische Methoden

Fur die Erstellung der Diagramme und die statistischen Analysen wurde (falls nicht anders ange-
geben) GraphPad Prism 8 verwendet. Alle Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
Statistische Tests, StichprobengréfZen, und p-Werte sind in den jeweiligen Abbildungslegenden
angegeben (nicht signifikant (ns): p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001). Die
Normalverteilung wurde mit dem Normalitatstest von D'Agostino & Pearson geprtift. Alle statisti-
schen Tests wurden zweiseitig durchgefihrt. Die Signifikanz nominal oder ordinal skalierter Va-
riablen wurde mit dem Chi-Quadrat-Test uberprift. Uberlebenswahrscheinlichkeiten von
Patientinnen wurden mit der Kaplan-Meier-Methode berechnet, wobei fur den Vergleich der ver-
schiedenen Gruppen der Log-Rank-Test verwendet wurde. Das Metastasen-freie Uberleben der
Patientlnnen (d. h. das post-operative Uberleben ohne Fernmetastasen) wurde als primarer End-
punkt betrachtet. Die Grenzwerte fir die Zahl an TIL, beziehungsweise fir die Expression oder
Mutation eines genetischen Markers, die potenziell mit dem Uberleben der Patientinnen
korrelierten, wurden dankenswerterweise durch Dr. Dr. Ulrich Nitsche (aus der eigenen
Arbeitsgruppe, Technische Universitat Muinchen) ubernommen. Hierfir und fur die
anschliel3ende statistische Auswertung der Kaplan-Meier-Kurven wurde die IBM SPSS Statistics
Software Version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) unter Verwendung der Software R Version
2.13.0 (R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich) genutzt, deren Algorithmus an

anderer Stelle naher eroértert wird [131].
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3. Ergebnisse
3.1 Abschnitt I: Das Sash1ROSAFARY_Mausmodell im Kontext der Tumorbiologie

3.1.1 Knockout durch ein Gene Trap Verfahren: Analyse der veréanderten Sash1l-Expression in

verschiedenen Geweben

Wie eingangs erwahnt konnte der potenziell tumorhemmende Einfluss von SASHL1 in verschie-
denen humanen Tumorentitaten in einigen Arbeiten bereits nachgewiesen werden [7, 8, 18-21].
Um den beobachteten Verlust der Heterozygotie von SASH1 beziehungsweise dessen vermin-
derte Expression im Menschen und die Auswirkungen davon modellhaft nachvollziehen zu kon-
nen, wurde in vorherigen Arbeiten ein Sashl-defizientes Mausmodell geschaffen, welches hier
naher erlautert werden soll. In diesem Mausmodell wird die Expression von murinem Sash1 auf
Chromosom 10 durch das Einfligen eines sogenannten Gene Trap Vektors (Genfalle) mit einer
Poly-A-Trap verhindert. Dieser Gene Trap Vektor, ROSAFARY fir ,Reverse Orientation Splice
Acceptor For Array® genannt, wurde — wie von Friedel und Soriano beschrieben — durch retrovi-
rale Transfektion muriner embryonaler Stammzellen in den Sashl-Lokus stabil inseriert [35]. In
der Einleitung wurden die Entwicklung des Vektors sowie dessen funktionelle Einheiten bereits
erdrtert, sodass hier detaillierter auf die einzelnen Komponenten eingegangen werden kann. Der
ROSAFARY Gene Trap Vektor (Abbildung 5 A) selbst besteht aus einer Poly-A-Fallenkompo-
nente (SA-Bgeo*-bpA) und einer Promotorkomponente, welche auch fir eine Resistenz gegen-
Uber Hygromycin kodiert (PGK-hygro-SD) und von zwei langen, endstandigen inaktivierten Se-
guenz-wiederholungen (LTR) retroviralen Ursprungs flankiert wird. Die Poly-A-Fallenkomponente
ist von zwei Flippase-Erkennungssequenzen (FRT) umgeben, an die eine Flippase (FLP) binden
und an der dortigen Gensequenz schneiden kann. Die geo-Komponente kodiert fiir ein B-Ga-
laktosidase-Neomycin-Phosphotransferase-Fusionsprotein und kombiniert durch die enzymati-
sche Reaktion der B-Galaktosidase die Funktionen eines Reportergens mit der Funktion der Se-
lektion anhand einer Neomycin-Resistenz (Abbildung 5 A). Bei erfolgreicher Integration der Gen-
kassette in den murinen Sash1-Lokus fuhrt dies zu einem mutierten Allel unter transkriptioneller
Kontrolle des endogenen Sash1-Promotors mit der Allel-Bezeichnung Sash1ROSAFARY Um die Po-
sition des Gene Trap Vektors zu bestimmen, wurde der Sashl-Lokus durch direkte Sanger-Se-
quenzierung genomischer DNA anhand von PCR-Produkten analysiert. Hierbei wurde in unserer
Arbeitsgruppe der 5'- und 3'-Ubergang zwischen der genomischen Sequenz und dem Vektor in
der intronischen Region ca. 18.500 Basenpaare (bp) strangabwarts von Exon 2 und damit im
intronischen Bereich zwischen Exon 2 und Exon 3 experimentell kartiert (die rot dargestellte Se-
quenz entspricht der genomischen DNA des Sashl-Lokus, die schwarze der Gene Trap Kassette;
Abbildung 5 A).
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Abbildung 5: Der ROSAFARY Gene Trap Vektor im murinen Sashl-Lokus. (A) Schematische
Darstellung des ROSAFARY Gene Trap Vektors, welcher durch retrovirale Transfektion muriner
embryonaler Stammzellen in den Sashl-Lokus inseriert wurde [35] und dessen funktionelle Doméanen:
SA = Splice Acceptor, Bgeo = 3-Galaktosidase-Neomycin-Phosphotransferase, bpA = Polyadenylierungs-
sequenz, FRT = Flippase-Erkennungssequenz, PGK = Phosphoglycerat Kinase Promotorsequenz, SD =
Splice Donor; Sash1ROSAFARYAHygro = durch Kreuzung mit FLP-Deleter-Mausen gekirzte Gene Trap Kasette
ohne den exogenen Promotor PGK und das resultierende Fusionsprodukt. Pfeile entsprechen der
Lokalisation der entsprechenden Primer fur B und C. (B) PCR-Produkte, erhalten durch an in Exon 1 und
3 bindende Primer an DNA aus Wildtyp Mausen, jedoch nicht in homozygoten Sash1ROSAFARY. ynd
Sash1RFAHy-Mausen (n = 3). (C) PCR-Produkte durch an in Exon 1 und der Bgeo-Domaéne bindende Primer
in homozygoten SashlROSAFARY. ynd SashlRF2Hy-Mausen, jedoch nicht nachweisbar in Wildtyp-
Kontrollméusen (n = 3).
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Um die Expression eines potenziellen Fusionsproteins aus SASH1 und dem Hygromycin-Resis-
tenzelement unter Kontrolle einer exogenen und relativ starken, konstitutiven Promotoreinheit
(PGK) zu vermeiden, wurde das Hygromycin-Resistenzmodul durch Kreuzung mit FLP-Deleter-
Mausen in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe aus der Keimbahn entfernt. Das neue, vereinfachte
Allel tragt den Namen Sashi1RFAHygromyein (fortan kurz: Sash1RFA%) (Abbildung 5 A). Nach der
Translation sollte ein verkirztes Protein, bestehend aus den ersten beiden Exons und dem Gene
Trap Vektor, exprimiert werden (Abbildung 5 A). Diese Mause wurden anfanglich auf dem Sv129-
Hintergrund geziichtet, um eine stabile Keimbahnibertragung zu erreichen. Die korrekte Lage
des Gene Trap Vektors wurde auch in spateren Generationen mittels spezifischer Primer und
RT-PCR uberprift. Hierzu wurden jeweils drei homozygote Sash1-Wildtyp-Kontrollen, homozy-
gote Sash1ROSAFARY gowie Sash1RFAHY Wurfgeschwister geopfert, Gesamt-RNA aus Gehirnlysaten
extrahiert und in cDNA transkribiert. Da aus vorherigen Experimenten bereits eine hohe
Sash1-Expression im Gehirn bekannt war, wurden diese Organe hier verwendet. Die Primer bin-
den selektiv entweder im Exon 1 oder Exon 3 von Sashl, sodass ein PCR-Produkt in der GréR3e
von 331 bp fur das Wildtyp-Allel entsteht, oder die Primer umfassen ein PCR-Produkt von 218
bp, da sie in Exon 1 oder in der fgeo-Doméane des mutierten Allels binden (die Paositionen der
Primer sind schematisch in Abbildung 5 A dargestellt). Die Produkte wurden zur Elektrophorese
auf ein 1,5% Agarosegel geladen (Abbildung 5 B und C). Wie erwartet sind die PCR-Produkte
von Exon 1 bis Exon 3 nur in Wildtyp-Méausen vorhanden. Im Gegensatz dazu sind die Produkte
von Exon 1 bis zur Bgeo-Doméne nur in homozygoten Sash1ROSAFARY heziehungsweise
Sash1RFAHY nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass der Gene Trap Vektor auch in spateren
Generationen weiterhin stabil zwischen Exon 2 und Exon 3 integriert ist, funktionell exprimiert

wird und kein offensichtliches alternatives Spleif3en in den untersuchten Geweben stattfindet.
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Abbildung 6: Sash1-mRNA-Level verschiedener solider Organe. Die Sash1-Expression auf Transkrip-
tionsebene wurde durch gRT-PCR untersucht (Mann-Whitney Test; n = 7, wt/wt Lunge n = 6 und wt/wt
Gehirn n = 8; * <0,0225; ** <0,0047; *** <0,0006).

Zur Erfolgskontrolle des Gene Trap Verfahrens wurde mithilfe einer sondenbasierten gRT-PCR
(die in Exon 9 und 10 des murinen Sash1-Gens lokalisiert ist) die relative Sash1-Expression ver-
schiedener muriner Organe uberpruft. Gehirn, Lunge und Colon waren hierfiir von besonderer
Relevanz, da diese bereits im Kontext von humanen Neoplasien beschrieben und somit auch in
dieser Arbeit Gberprift wurden [7, 9, 132]. Organe von Mausen — heterozygot wie auch homozy-
got fur das Sash1-ROSAFARY-Allel — sowie von homozygoten Sashl-Wildtyp-Méausen wurden
entnommen, RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Die Ct-Werte (Zyklusschwellenwerte) von
Sashl wurden fir jedes Gewebe und jeden Genotyp mit dem ausgewahlten konstitutiv exprimier-
ten Gen Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (Hprt) in Beziehung gesetzt. Es zeigt
sich eine signifikante Verringerung der Sash1-mRNA in allen untersuchten Organen (Abbildung
6). Interessanterweise sind die mRNA-Level der heterozygoten Gewebe vergleichbar mit denen

der homozygoten Proben.
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Abbildung 7: Proteom-Analyse muriner Sash1RFAHY. ynd Wildtyp-Gehirne.(A) Die Sash1-Expression
im Gehirn ist in Wildtyp C57BI/6N-Mausen gegentber den Sash1RFAHY- 1 51-fach erhoht. (ungepaarter t-
test; n = 3; p = 0,0056). (B) Heat Map beziiglich der Intensitéat der detektierten Sash1-Peptide (roter Pfeil =
Position der Genetrap-Kassette, bis hier Peptide des Fusionsproteins der Sash1RFAHY-M&use aus Exon1/2).
Im C-terminalen Teil des Proteins finden sich weiterhin Peptide mit einer niedrigen Abundanz. (C) Vergleich
der murinen Genloci und Proteine SLy1, SLy2 und Sash1; Die Insertion des Gene Trap Vektors erfolgte im
Intron 2 von Sashl. Sequenzierergebnisse lassen die Translation der ersten 88-91 Aminosauren in
Sash1RFAHY-Mausen erwarten: rot gestrichelte Linien zeigen die zugehérigen Exons und die Lédnge des
Restproteins an [133].
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Eine Bestimmung der murinen Sash1-Expression auf Proteinebene durch eine Antikdrper-vermit-
telte Nachweismethode gestaltete sich schwierig, da konventionell hergestellte Antikdrper ver-
schiedenster Hersteller keine methodisch zufriedenstellenden Ergebnisse lieferten. Um einen
Eindruck einer moéglich Sashl-Restexpression im Genetrap-Modell zu gewinnen, wurden in Ko-
operation mit Dr. Johannes Miiller-Reif (Max-Planck-Institut flir Biochemie, Minchen) eine mas-
senspektrometrische Untersuchung des Proteoms von Gehirnlysaten aus jeweils n = 3 Sash1-
Wildtyp und Sash1RF2*-Mausen vorgenommen. Fur eine tiefergehende Analyse der Sash1-Ex-
pression wurde eine Vorfraktionierung durchgefuhrt. Diese Fraktionierung und die Préparation
der Proben erfolgten gemald dem Protokoll der Kooperationspartner [127, 128]. In den
Sash1RFAY-Mausen ist der Gehalt an Sashl um das 1,5068-fache im Vergleich zu den drei Kon-
trollproben reduziert, der Unterschied ist hochsignifikant (Abbildung 7 A, p = 0,0056). Das im
Vergleich zum Gesamtproteom niedrig abundante Sashl war in den Lysaten der Sashl-
defizienten Mausen somit weiter erniedrigt, allerdings nicht véllig defizient. Durch diese sehr sen-
sitive Messmethode konnten weiterhin Peptide vor allem im Bereich des C-Terminus detektiert
werden, wohingegen N-terminal weniger bis keine Peptide messbar waren oder diese unter der
Nachweisgrenze lagen (Abbildung 7 B). Die Kartierung des Mausgenoms hinsichtlich der Lage
des Gene Trap Vektors zeigte eine Insertion zwischen Exon 2 und Exon 3 mit einer restlichen
Translation von etwa 90 Aminosauren. Zur besseren Einordnung der Ergebnisse der in Abbildung
7 B dargestellten Heat Map finden sich die zu erwarteten translatierten Aminoséauren in Abbildung
7 C. Eine Liste an Proteinen, die sich in den Kontrollméusen mit dem Signifikanzniveau von Sash1

oder geringer unterscheiden, findet sich im Anhang (Tabelle S 3).

3.1.2 Lebensfahige Sashl-defiziente Mause mit Nachkommen nach den Mendelschen Regeln

Anzahl Mause | beobachtet | erwartet

RF/RF 37 29,6% 25,0%

RF/wt 55 44,0% 50,0%

wt/wt 33 26,4% 25,0%
n=125

Durchschn. WurfgréRRe 8,2
Median WurfgroRRe 8

Tabelle 1: Vererbung der Gene Trap Kassette in Sash1ROSAFARY.MAusen. Nachkommen der
Sash1ROSAFARY_Mause sind lebensfahig und besitzen gemaR der Verteilung der Mendelschen Regeln he-
terozygote und homozygote Allele (n = 125).

Nach der erfolgreichen und stabilen Integration des Gene Trap Vektors in den Sashl-Lokus
stellte sich auch die Frage, ob mutierte Allele gemal den Mendelschen Regeln vererbt werden.
Eine deutliche Abweichung davon wirde einen Hinweis auf eine mdgliche embryonale Letalitat
liefern. Die Genotypisierung der Sash1ROSAFARY_Mause zeigt hingegen, dass auch fiir das mutierte
Allel homozygote wie auch heterozygote Mause lebensfahig sind und das mutierte Allel in der
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Keimbahn weitergeben. Eine zufédllige Auswahl an Verpaarungen von heterozygoten
Sash1ROSAFARY Mausen ergab die Verteilung wie sie in Tabelle 1 zu sehen ist. Dabei entsprechen
die beobachteten Raten der Genotypen innerhalb der Stichprobe in etwa den erwarteten Verhalt-
nissen gemal der Mendelschen Regeln (Tabelle 1). Auch die Reproduktionsfahigkeit der
Sash1ROSAFARY_Mause scheint im Vergleich zu publizierten WurfgroRen von C57BL/6N-Mausen
nicht beeintrachtigt zu sein, wonach die WurfgroRe dieses Mausstamms zwischen 5-11 Jungtie-
ren betragen kann [134]. In der vorliegenden Arbeit werden keine verringerten Wurfgrélzen beo-

bachtet: im Durchschnitt werden 8,2 Tiere pro Wurf geboren, im Median sind dies 8 (Tabelle 1).

Korpergewicht
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Abbildung 8: Kdrpergewicht zum Zeitpunkt der Opferung von Sash1ROSAFARY.Mausen und deren
Kontrollen.Die einmalige Messung des Kérpergewichts der Mause erfolgte nach der Opferung. Das Ge-
wicht wurde nach Genotyp und Alter der Mause zusammengefasst und das Signifikanzniveau jeweils ge-
gen Wildtyp-Méause bestimmt (ungepaarter t-Test; n = 260; p = ns). Aus Griinden der besseren Lesbarkeit
wurde hier auf Angaben zu Gruppengr6f3en und Signifikanzniveaus verzichtet. Eine ausfuhrliche Tabelle
findet sich im Anhang (Tabelle S 1).

Die Frage, ob die Veranderung des Sashl-Lokus durch die Insertion des ROSAFARY-Vektors
sich auf grundlegende physiologische Funktionen wie etwa die Embryonalentwicklung, den Stoff-
wechsel oder das Wachstum auswirkt, kann anhand des Kérpergewichts der Mause verschiede-
ner Genotypen abgeschétzt werden. Hierzu wurde bei der Opferung der Mause das Gewicht be-
stimmt und dem Alter und Genotyp entsprechend gruppiert. Im Vergleich zu ihren Wildtyp-Wurf-
geschwistern ist bei heterozygoten oder homozygoten Sash1ROSAFARY Mausen keine signifikante
Gewichtsabweichung nachweisbar (Abbildung 8). Gerade in den ersten Monaten nach Geburt
unterscheiden sich die Mause verschiedener Genotypen im Mittel nur wenig voneinander. Auch

wenn zu spateren Zeitpunkten einzelne heterozygote Mause extremere Abweichungen als die
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Wildtyp Mause aufweisen, ist das mittlere Gewicht dieser Tiere nicht signifikant verandert. Ab-
weichungen in Richtung eines verringerten Gewichts in Mausen mit mutiertem Sash1-Genlokus
koénnten ein Hinweis auf die Entstehung maligner Neoplasien sein, wurden jedoch hier nicht be-
obachtet. Wéahrend der Arbeit mit den Tieren und deren Beobachtung Uber einen Zeitraum von

mehreren Generationen wurden keine offensichtlichen Verhaltensauffalligkeiten festgestellt.

3.1.3 Systematische Erfassung des Tumorphanotyps von Sash1ROSAFARY_Mgusen im geneti-

schen Hintergrund Sv129

Die erhaltenen chimaren Sv129-Sash1ROSAFARY_Mause wurden auf den C57BI/6N-Stamm zurtick-
gekreuzt. Dies ist eine gangige Praxis, da sich Stamme des Sv129-Hintergrunds — anders als
C57BI/6N — weniger gut vermehren lassen und im Vergleich zum weltweiten Standardstamm BIl/6
Anomalien im Verhalten und der Anatomie aufweisen [135]. Interessanterweise war der Tu-
morphanotyp der Mause nur bei Verpaarungen mit dem genetischen Hintergrund von Sv129-
Mausen zu beobachten, sodass der Stamm augenscheinlich eine héhere Tumorsuszeptibilitat
aufweist als jener von C57BI/6N-Méausen. Diese Beobachtung wurde bereits friher publiziert und
stellt eine gewisse Einschrankung fir den ansonsten praktikablen Mausstamm C57BI/6N dar
[135]. Dass der Hintergrund der Sv129-Mause initial verwendet wurde, liegt vor allem an den
biologischen Besonderheiten deren embryonaler Stammzellen (ES-Zellen), da sich diese speziell
fur die Einflhrung gentechnischer Veranderungen eignen [136]. Da der Tumor-Phénotyp also nur
auf dem Hintergrund des Sv129-Stamms zu beobachten war, konzentrieren sich Teile dieser Ar-
beit auf den Phanotyp der ersten Generationen nach Verpaarung der chiméaren Mause (F1),
Mause der F1-Generation gepaart mit Wildtyp C57BI/6N-Mausen (F1 x wt) und F1 gepaart mit
F1 (F1 x F1). Dies umfasste 15 Verpaarungen mit insgesamt 136 Mausen, von denen 46 ho-
mozygot fur das Wildtyp-Allel waren (Sash1 wt/wt) und 90 einen heterozygoten Genotyp aufwie-
sen (Sashl RF het). Das Kollektiv von 136 Mausen umfasste 73 mannliche und 63 weibliche
Mause (Tabelle 2).
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Gesamt | Prozent | Tiere | Inzidenz | p-Wert
n =136 | (100%) mit
Tumor
Genotyp RF het 90 66,2% | 20 14,7% | 0,0022
wt/wt 46 33,8% |1 0,7%
Geschlecht weiblich 63 46,3% | 13 9,6%| 0,1194
mannlich 73 53,7% |8 5,9%
Genotyp und RF het weiblich 43 31,6% |12 8,8% | 0,2147
Geschlecht | o het mannlich |47 34,6% |8 5,9%
wt/wt weiblich 20 14,7% |1 0,7%| 0,2490
wt/wt méannlich 26 19,1% (0 0,0%
Genotyp und RF het < 12 Monate |64 47,1% |2 1,5%| 0,2711
A wtiwt < 12 Monate |38 27,9% |0 0,0%
RF het >12 Monate |26 19,1% (18 13,2%| 0,0047
wt/wt > 12 Monate 8 59%|1 0,7%
RF het < 12 Monate |64 47,1% |2 1,5%
RF het >12 Monate |26 19,1%(18 13,2% | < 0,0001

Tabelle 2: Tumorphé&notyp in einer Kohorte von Sash1ROSAFARY.Mausen mit Sv129-Hintergrund. 136
Méause der F1-Generation, bzw. der Verpaarungen von F1xF1 und F1xwt wurden hinsichtlich einer mogli-
chen Tumorbelastung untersucht und geméaR dem Genotyp, Geschlecht, oder Alter stratifiziert (Chi-Quad-
rat-Test).

Wie oben bereits erlautert flihrte die Verwendung eines Gene Trap Vektors zu einem Verlust der
Heterozygotie und damit zu einer auf MRNA-Level beobachtbaren Haploinsuffizienz von Sashl
in diesem Mausmodell. Ob eine Maus von einem Tumor betroffen war, wurde durch eine Sektion
nach der sachgemafRen To6tung aufgrund einer &uRerlich erkennbaren Beeintrachtigung des All-
gemeinzustands (Erfillung der Abbruchkriterien) oder, in selteneren Fallen, nach spontan einge-
tretenem Tod festgestellt. Innerhalb der gesamten Kohorte zeigten 21 Mause eine spontane Tu-
morbildung (15,4%) mit einem mittleren Alter von 20 Monaten (Bereich: 11,5-26 Monate). Die
haufigsten beobachteten Tumorentitaten sind Lungenlésionen (n = 12), histopathologisch als A-
denokarzinome eingestuft, gefolgt von Lymphomen (n = 6, B-Zell Lymphom) und L&sionen in
anderen Organen wie Leber, Haut (jeweils n = 2, Nicht-Melanom Hauttumore) und Darm (n = 1)
(Tabelle 3). Ausgewahlte Tumore wurden durch einen Veterindrpathologen beurteilt (s. unten).
Interessanterweise waren 20 dieser Mause heterozygot beziglich des Sash1-ROSAFARY-Allels,
wahrend nur eine einzige Wildtyp-Maus eine Tumorbildung aufwies, sodass ein hochgradig sig-
nifikanter Zusammenhang zwischen Sash1-Mutation und Tumorgenese hergestellt werden kann
(Tabelle 2). Werden die Mause der untersuchten Kohorte gemaf deren Alter und Genotyps strati-
fiziert, zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen diesen Einflussgréf3en und

der Entwicklung maligner Neoplasien. Im Gegensatz dazu liefert eine kombinierte Stratifizierung
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von Geschlecht und Genotyp keinen Hinweis fir einen Einfluss auf die Tumorentwicklung (Ta-
belle 2).

Sashl RF/wt
Mausnummer Lasion/Entitat Geschlecht Alter (Monate)
2905 | Lunge weiblich 22
2906 | Leber weiblich 26
2935 |Lymphom* weiblich 20
2939 | Lymphom weiblich 21
3067 |Lunge weiblich 12
3006 | Haut Lasion weiblich 11,5
3283 | Lymphom weiblich 17
3287 |Lunge weiblich 26
3303 | Lunge weiblich 15
3299 |Lunge + Lymphom weiblich 10
3068 | Lymphom weiblich 12
3174 |lleum Lasion weiblich 25
2837 |Lunge* mannlich 23
2839 | Lunge* mannlich 23
3110 | Lunge mannlich 24
3112 |Lunge mannlich 24
3268 | Lunge mannlich 24
3279 |Lunge + Leber mannlich 24
3280 | Haut Lasion mannlich 17
3297 | Lunge + Lymphom mannlich 24
Sashl wt/wt
V.a. Lymphom (Colon
3306 |Uterus) weiblich 17

Tabelle 3: Genotyp, Tumorentitat, Geschlecht und Alter von Sash1ROSAFARY_Mausen mit einem
Tumorphé&notyp. Lasionen in heterozygoten Mausen: Lunge n = 12; Lymphom n = 6; Leber n = 2; Haut
n=2; Darm n =1; 12 von 20 (60%) entdeckte tumordse Neoplasien gehen auf weibliche Mause zurick.
* Reprasentative Lasionen wurden histopathologisch durch einen Veterindrpathologen beurteilt.

Auch wenn in dieser untersuchten Stichprobe keine signifikante Assoziation von Geschlecht und
Tumorleiden hergestellt werden kann, so sind doch folgende Beobachtungen von besonderem
Interesse. Zum einen wurde die Tumorlast weiblicher M&use im Durchschnitt vier Monate friiher
als bei mannlichen Wurfgeschwistern offensichtlich (Tabelle 4). Zum anderen sind zwar nur
46,3% der untersuchten Mause weiblich, jedoch verzeichnen diese mit 60% der beobachteten
Tumore eine tUberdurchschnittlich hohe Tumorlast (Tabelle 2, Tabelle 3, Tabelle 4). Beide Be-
obachtungen kdnnten auf einen Einfluss des Geschlechts auf die Tumorgenese hindeuten, was

im folgenden Kapitel noch weiter erdrtert werden soll.
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Alter bei Tu- Alter bei Tu-
mordetektion mordetektion
Genotyp Geschlecht | (Median) (Mittelwert) SD
Weiblich 18,5 18,1 6,0
Sashl RF/wt Mannlich 24 22,9 2,4
Gesamt 22,5 20,0 5,3

Tabelle 4: Stratifizierung heterozygoter Sash1ROSAFARY_Mause nach Alter und Geschlecht. Weibliche
Méause zeigen im Durchschnitt ein friiheres Auftreten tumordser Neoplasien.

Die tumorsuppressive Rolle von Sash1 in multiplen Organen wird auch durch den Befund unter-
strichen, dass bei drei von 20 heterozygoten Mausen mit Tumorwachstum multiple Neoplasien
gefunden wurden. Bei zwei von vier Mausen, die ein Adenokarzinom der Lunge entwickelten,
offenbarte die Sektion zudem ein zeitgleich aufgetretenes mutmalfiliches Lymphom (M&ause
Nr. 3299 und 3297). Eine weitere Maus hatte neben dem Befall der Lunge zudem eine L&sion
der Leber (Mausnummer 3279). Die einzige Wildtyp-Maus, die eine Tumorentwicklung aufwiel3,
mutmallich ein multifokales B-Zell Lymphom, litt gleichermal3en an einer Lungen- und einer Ge-

barmutterlasion (Tabelle 3).

Die folgenden Seiten dieses Kapitels stellen histologische und immunhistochemische Vorarbeiten
der eigenen Arbeitsgruppe dar (Masterarbeiten Birgitta Heckl, Eva Lichtenegger), die zwar nicht
im Rahmen dieser Arbeit produziert, jedoch systematisch erfasst und tabellarisch sowie gra-

phisch aufbereitet wurden. Daher sollen diese Befunde hier kurz erortert werden.
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Abbildung 9: Histopathologisch, mikroskopische Aufarbeitung muriner Tumore des Sash1ROSAFARY.
Mausmodells. (A) H&E-Farbung eines Lungenkarzinoms der Maus 2839 (Mal3stab = 25 um). (B) H&E-
Féarbung eines Lungenkarzinoms der Maus 2839: Tumorzentrum (Maf3stab = 25 um). (C) Gewebeschnitte
eines Lungenkarzinoms der Maus 5012, Antikérperfarbung gegen Ki67 (grtin), Epcam (rot) und DNA-Far-
bung mit DAPI (blau) fur Immunfluoreszenzmikroskopie (Maf3stab = 20 um). (D) Schnitte einer Darmlésion
der Maus 5183; Farbungen und MaRstab entsprechen (C). (E) Farbung eines Lymphoms der Maus 5183
mit spezifischen Antikdrpern gegen-B220 (griin), CD3 (rot) und DAPI (blau) fir Immunfluoreszenzmikro-
skopie (Maf3stab = 20 pum).

Die Sektion der Maus 2839 ergab eine rundliche Lungenlasion mit einem Durchmesser von etwa
5 mm sowie eine 1 cm lange, verdickte Darmwand mit einer weiteren Lasion von 2 mm. Der zur
histologischen Untersuchung durch das Tierpathologische Institut der LMU Miinchen mit Hama-
toxylin und Eosin angefarbte Gewebeschnitt wies auf einen primaren Lungentumor hin, der tber-
wiegend solide war und eine multifokale zentrale Nekrose aufwies, die hochstwahrscheinlich ei-

nem primaren Lungenadenokarzinom entsprach (Abbildung 9 A, B). Die Restlunge wies zahlrei-
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che Alveolarmakrophagen und maRige perivaskulare, lymphozytare Infiltrationen auf. Die Histo-
pathologie eines anderen sezierten Lungentumors (Maus 2837) zeigte multiple Herde eines vor-
wiegend tubulo-papillar wachsenden Adenokarzinoms ohne Hinweis auf dessen Histogenese.
Ein weiteres Lungenadenokarzinom und eine Dickdarmléasion wurden fur die Immunfluoreszenz-
mikroskopie mit dem Proliferationsmarker Ki67 und Epcam (epithelial cell adhesion molecule, ein
Transmembranglykoprotein, das in epithelialen Tumorentitaten haufig tberexprimiert wird) ange-
farbt. Sowohl die Lungen- als auch die Dickdarmlasion sind positiv fur diese Marker, was auf ein
Karzinom hinweist (Abbildung 9 C, D). Bei der Sektion der Maus 2935, die im Alter von 21 Mona-
ten verstarb, wurde eine solide Lasion mit einer Gré3e von 2x2x1 cm an der Gebarmutter festge-
stellt. Die histologische Untersuchung ergab eine hochgradige diffuse pleomorphe Rundzellinfilt-
ration lymphatischen Ursprungs mit tiberwiegend runden Kernen, ungleichm&flig kondensiertem
Chromatin, isolierten Mitosen und fokaler zentraler Nekrose, die héchstwahrscheinlich mit einem
Lymphom Ubereinstimmt. Darliber hinaus wurden die Lymphom-ahnlichen Tumore fiir Maus-pan-
B-Zell Marker B220 (CDA45 Isoform) und das T-Lymphozyten-Antigen CD3 angefarbt. Die starke
membranstandige Expression der CD45 Isoform in den Schnitten deutet auf ein B-Zell-Lymphom
hin (Abbildung 9 E).

3.1.4 Uberreprasentation weiblicher Mause in der Tumorpravalenz und translationaler Vergleich

der Situation beim Menschen

Wie oben bereits erortert wurde, tragen weibliche Sash1ROSAFARY_Mause mehrheitlich zur entdeck-
ten Tumorlast in der untersuchten Population bei. Interessanterweise sind die befallenen weibli-
chen Mause im Durchschnitt 4,8 Monate jinger als deren mannliche Wurfgeschwister (Tabelle
4), sodass die Entwicklung einer Neoplasie in weiblichen Mausen mit einer Sash1-Haploinsuffi-
zienz eine verkirzte Latenz und eine erhdhte Frequenz aufweist. Auch wenn nur das Alter und
der Genotyp, nicht aber das Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf Neoplasien erkennen
lassen (Tabelle 2), bietet diese mdgliche Assoziation von Geschlecht und Tumorgenese eine
Gelegenheit fiir eine Translation der Beobachtungen zum Menschen.

Es ist bereits bekannt, dass SASH1-Deletionen im Menschen auch mit geschlechtsspezifischen
Tumorentitaten assoziiert sind, wie etwa bei Karzinomen der Mamma, der Ovarien oder des Ge-
barmutterhalses, aber auch der Prostata [6, 137-139]. Die Frage, inwiefern chromosomale Ver-
luste von SASH1 auch in menschlichen Proben Uber alle Krebsentitdten hinweg beobachtbar

sind, sollte mithilfe der cBioPortal-Plattform [140] fur Krebsgenomik beantwortet werden.
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Geschlecht Frauen Manner Gesamt X2
genomischer 1475 54,1% 1253 45,9%

SASH1-Verlust 2728

kein genomischer 3841 51,5% 3614 48,5%

SASH1-Verlust 7455

Gesamt 5316 4867 10183 | p <0,0227

Tabelle 5: Genomischer SASH1-Verlust in Krebspatientinnen signifikant haufiger als in mannlichen
Betroffenen. (Chi-Quadrat-Test; n = 5316 von 10183; p<0,0227)

Diese Datenbank stellt molekulare Profile und klinische Merkmale von grol3 angelegten Projekten
zur Krebsgenomik zur Verfigung, wie etwa dem TCGA Projekt [141]. Eine Abfrage der Daten-
bank hinsichtlich genomischer Verluste des SASH1-Lokus zeigte, dass insgesamt 9% aller Pati-
entinnen mit einer Krebserkrankung jeglicher Art von einer SASH1-Deletion betroffen sind [140,
142]. In dieser Subgruppe an erkrankten Personen finden sich wiederum signifikant mehr Proben
von Patientinnen mit einer SASH1-Deletion (Tabelle 5).

Die Daten der verwendeten TCGA GDAC Firehose Studie (Broad Institute) lieRen leider keine
Abfrage von Kaplan-Meier-Kurven zu, in denen das Uberleben von Frauen mit genomischem
SASH1-Verlust mit dem von M&annern mit ahnlichen Genotypen hétte verglichen werden kdnnen.
Allerdings konnte das 5-Jahres-Gesamtiiberleben sowie das 5-Jahres-Krankheitsspezifische-
Uberleben von Patientinnen mit SASH1-Verlust mit jenen ohne genomische Veranderungen ver-
glichen werden. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen bei Sash1ROSAFARY-Mausen zeigen
Patientinnen und Patienten mit einem SASH1-Verlust sowohl ein geringeres Gesamtiberleben
als auch ein reduziertes krankheitsfreies Uberleben (iber die verschiedenen Entititen des ver-
wendeten Registers (Abbildung 10 A, B). Die am haufigsten beobachteten Tumorentitaten im
Sash1ROSAFARY_Mausmodell sind das Adenokarzinom der Lunge und des Dickdarms sowie das B-
Zell-Lymphom. Daher wurden die entsprechenden Entitaten kombiniert und die TCGA Firehose
Legacy-Studien bezuglich des Uberlebens von Patientinnen mit genomischen SASH1-Verlusten
hin abgefragt. Auch hier wurden die 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate und die 5-Jahres-Krank-
heitsspezifische-Uberlebensrate analysiert, und es zeigt sich, dass die Uberlebensrate nach dem
Verlust von SASH1 bei diesen drei Entitaten signifikant niedriger ist (Abbildung 10 C, D). [140,
142]

Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich ahnliche Effekte im Sash1ROSAFARY_Mausmodell auch in
humanen Kollektiven wiederfinden und somit die Translation von Beobachtungen im Mausmodell

auf den Menschen durchaus legitim sein kann.
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Abbildung 10: Prognostische Relevanz des genomischen SASH1-Verlusts fir das Uberleben von
Krebspatientinnen des TCGA GDAC Firehose Kollektivs [140]. (A) Kaplan-Meier Analyse bezlglich
des 5-Jahres-Gesamtiiberlebens von Patientinnen mit genomischem SASH1-Verlust aller in der TCGA
Firehose Studie erfassten Krebsentitaten (Log-rank Test; 2.849 von 10.695; p<0,0001). (B) Kaplan-Meier
Analyse beziiglich des 5-Jahres-Krankheitsspezifischnen Uberlebens von Patientinnen mit genomischem
SASH1-Verlust aller in der TCGA Firehose erfassten Krebsentitaten (Log-rank Test; 1.332 von 5.358;
p<0,0001). (C) Kaplan-Meier Analyse hinsichtlich des 5-Jahres-Gesamtiiberlebens von Patientinnen mit
im Sash1ROSAFARY_.Mausmodell aufgetretenen Tumorentitdaten der Lunge, des Kolons und des Lymphoms
(Log-rank Test; 343 von 1.160; p = 0,0057). (D) Kaplan-Meier Analyse hinsichtlich 5-Jahres-Krankheitsspe-
zifischen Uberlebens von Patientinnen mit im Sash1ROSAFARY_Mausmodell aufgetretenen Tumorentitaten
der Lunge, des Kolons und des Lymphoms (Log-rank Test; 285 von 1.004; p = 0,0227).
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3.2 Abschnitt II: Das Sash1ROSAFARY.Mausmodell im Kontext der Pigmentbiologie
3.2.1 Qualitative Beschreibung des Phanotyps

Im vorherigen Abschnitt wurde erlautert, wie die Verwendung eines Gene Trap Vektors im
Sash1ROSAFARY_Mausmodell einen pro-onkogenen Phanotyp vor dem genetischen Hintergrund
von Sv129-Méausen verursacht. Durch die Rickkreuzung des genetischen Modells auf den Hin-
tergrund der C57BI/6N-M&use ging dieser Phanotyp Uber mehrere Generationen hinweg jedoch
verloren (AG Janssen, Manuskript in Vorbereitung). Weiterhin wurden die Sash1ROSAFARY. mijt
FLP-Deleter-Mausen verpaart, wodurch das Hygromycin-Resistenzelement des ROSAFARY-
Gene Trap unter Kontrolle des PGK-Promotors in der Keimbahnlinie entfernt wurde. Daraus re-
sultiert nunmehr das Sash1RF2H-Mausmodell (Abbildung 5 A). Im Verlauf der Verpaarungen von
C57BI/6N-Mausen mit Sashl-defizienten Mausen und den ersten homozygoten Sashl1RFAHY-
Nachkommen stellte sich eine weitere Besonderheit ein: die ansonsten schwarze Fellfarbe der
Mause war bei einigen Wurfgeschwistern homogen grau gefarbt (Abbildung 11). Eine solche ab-
geschwachte Intensitat der Fellfarbe wird auch als ,dilute” oder ,verdiinnt“ bezeichnet [54]. Dieser
Pigmentierungs-Phanotyp stellt sich bereits beim Wachstum des ersten Fells der Jungtiere ein.
Interessanterweise sind fast ausschlie3lich Mause von dieser homogenen grauen Fellfarbe be-
troffen, die homozygot fir das veranderte Sash1RF2%-Allel sind, wahrend keines der Tiere mit
homozygoten Wildtyp-Allelen diese Veranderungen zeigt (Tabelle 6).

S Fellfarbe Fellfarbe Anzahl X2
Schwarz Grau Gesamt

RF/RF 1 79 80 p<0,0001

RF/wt 63 2 65 p=0,477

wt/wt 16 16

Gesamt 80 81 161

Tabelle 6: Hypopigmentierungsphanotyp in Sash1RFAHY-Mzusen. 1 von 80 homozygoten Sash1RFAHy.
Mausen besitzen im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern eine schwarze Fellfarbe (Chi-Quadrat-Test;
p<0,0001). In heterozygoten Mausen besitzen 63 von 65 eine schwarze Fellfarbe (Chi-Quadrat-Vierfelder
Test; p = 0,477).

Von insgesamt 65 untersuchten heterozygoten Mausen konnten nur zwei mit einer auffalligen
Fellfarbe identifiziert werden, was darauf schlieBen lasst, dass die Penetranz des Phanotyps bei
heterozygotem Genotyp deutlich geringer ausfallt. Abgesehen von der veranderten Fellfarbe zei-
gen sich, wie oben bereits ausgefuhrt, weder offensichtliche Entwicklungs- oder Verhaltensauf-
falligkeiten noch hat der Genotyp Einfluss auf die Lebensféahigkeit, Fruchtbarkeit, und die Vererb-

barkeit der Merkmale nach den Mendelschen Regeln.
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Abbildung 11: Hypopigmentierungsphanotyp und signifikant reduzierte Sash1-Expression der Haut
von homozygoten Sash1RFAHY-Mausen. (A, B) Homozygote Sashl-defiziente Mause besitzen eine ho-
mogen graue Fellfarbe. (C) Die Sashl-Expression der Haut auf Transkriptionsebene wurde durch
gRT-PCR untersucht (Mann-Whitney Test; wt/wt n = 5; RFAHY/RFAHy n = 7; p = 0,0013).

Da insbesondere die homozygoten Sash1RF2HY-Mause eine Hypopigmentierung prasentieren,
wurde in der Haut (als Zielorgan der Pigmentierung) die Sashl-Auspragung auf mRNA-Level
untersucht. Dafir wurden von jeweils sieben homozygot mutierten und Wildtyp-M&usen eine vom
Grol3teil des Fells befreite Hautprobe des Riickens von etwa 2 cm2 entnommen, RNA extrahiert
und in cDNA transkribiert, um das Niveau der Sash1-mRNA in den untersuchten Geweben ab-
schatzen zu koénnen. Dabei zeigt sich eine hoch signifikante Suppression der Sashl-mRNA in
den untersuchten mutierten Hautproben; ein Zusammenhang zwischen einer Sashl-Defizienz
und dem Pigmentierungsphanotyp erscheint somit naheliegend (Abbildung 11 C). Etwa zeitgleich
verotffentlichte Studien verdeutlichten erstmals die Rolle von SASH1 im Kontext humaner Patho-
logien von hyperpigmentierten Lentigines oder spinozellularen Karzinomen [40, 47]. Wie in der
Einleitung erdrtert haben vor allem zellulare Mechanismen einen entscheidenden Einfluss auf
Hypopigmentierungsphanotypen, sodass in dieser Arbeit ein komplementéres in vitro Modell ent-
worfen wurde, welches mdgliche Anhaltspunkte fir die Beobachtungen der Hypopigmentierung

im in vivo Modell der Maus und letztlich auch beim Menschen generieren soll.
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3.2.2 Entwurf eines in vitro Modells: CRISPR/Cas9-vermittelter SASH1-Knockout in der Mela-

nomzelllinie MelJuSo

Um sich den zellbiologischen Mechanismen der beobachteten Hypopigmentierung im
Sash1RFAY-Mausmodell zu nahern, wurde ein geeignetes in vitro Modell mittels der
CRISPR/Cas9-Methode etabliert, in dem SASH1-defiziente Zellen der humanen Melanomzelllinie
MelJuSo generiert wurden. In einer vorhergehenden Arbeit wurden bereits zwei unabhangige
Guide-RNA (gRNA) Sequenzen entworfen, um innerhalb der jeweils fiir Exon 1 (gRNA S1, kurz
S1) beziehungsweise Exon 2 (QRNA S2, kurz S2) kodierenden genomischen Sequenz zu schnei-
den (Abbildung 12 A) [4]. Die potenziell SASH1-defizienten Zellen wurden in einer 96 Well-Mikro-
titerplatte vereinzelt, sodass sich jeweils nur ein potenzieller Zellklon in einer Kavitat befand. Die
Benennung der Klone erfolgte anhand der verwendeten Zielsequenz und gemafd der Nummer
der jeweiligen Kavitét, in welcher sich die Klone zum Zeitpunkt der Vereinzelung befanden. Dar-
aus resultierten dann die Klone S1-1, S1-9, S2-16 und S2-64. Obwohl in dieser Arbeit Zellen mit
beiden Zielsequenzen editiert und diese Zellen auch fur weiterfiihrende Experimente verwendet
wurden, wurde der Erfolg der Genomeditierung nur beispielhaft fur die Klone S1-1 und S1-9 durch
Next-Generation-Sequencing der entsprechenden Exons untersucht. Dort ist im Vergleich zu den
Allelen der Wildtyp-Zellen eine Insertion eines Basenpaares auf einem Allel des Klons S1-1 zu
finden, wohingegen auf dem zweiten Allel die Deletion eines Basenpaars zu beobachten ist (Ab-
bildung 12 A). Wie fiir das Allel 1 des Klons S1-1 ergab die Sequenzierung des Klons S1-9 eine
bi-allelische Insertion eines Basenpaars (Abbildung 12 A). Die eingefligten beziehungsweise de-
letierten Basenpaare verursachen eine Verschiebung des Leserasters mit konsekutiver Entste-
hung eines vorzeitigen Stopcodons, sodass die potenziell noch transkribierten Proteinsequenzen,
die sich aus der Translation jenes Genlokus ableiten, auf 60 Aminosauren respektive 47 Amino-
sauren bei Allel 2 von S1-1 verklirzt werden (Abbildung 12 B). Durch diese erhebliche Verkiirzung
der Proteinprodukte enthalten diese keine funktionellen Doméanen des reguléar 1247 Aminosauren
langen SASH1 mehr (Abbildung 12 B). Auf der Nachweisebene des Immunoblots war bei den
Zellklonen beider Zielsequenzen S1 und S2 keine Expression von SASH1 (weder komplettes
Protein noch trunkierte Produkte) festzustellen, sodass mit der CRISPR/Cas9-Methode erfolg-
reich ein SASH1-Knockout Modell hergestellt wurde (Abbildung 12 C). Dabei befindet sich das
Epitop des verwendeten Antikorpers (Bethyl, A302-265A) laut Hersteller im Bereich der Amino-
sauren 100-150.
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A
guide RNA Zielsequenz

WT CTCCCGACTCTGGACCGACGT-GATGGGTATCC

S1-1 Allel 1 CTCCCGACTCTGGACCGACGTHGATGGGTATCC Insertion
S1-1 Allel 2 CTCCCGACTCTGGACCGACET-GATGGGETATCC Deletion
S1-9 CTCCCGACTCTGGACCGACGTHGATGGGTATCC Insertion

B
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Abbildung 12: CRISPR/Cas9-vermittelter SASH1-Knockout in MelJuSo-Zellen unter Verwendung
der Guide-RNA S1 und S2. (A) Zum Vergleich der Exone 1 und 2 der SASH1-defizienten Klone, die mit
der Guide-RNA S1 des CRISPR/Cas9-Systems behandelt wurden, wurden die genomischen DNA-Se-
guenzen mit Hilfe von ApE v2.0.55 mit der Wildtyp (WT) Sequenz verglichen. Die beiden Insertionen wie
auch die Deletion sind rot markiert. (B) Schematische Darstellung der Domanenstruktur des humanen
SASH1 und der CRISPR/Cas9-Angriffsorte der Guide-RNAs S1 und S2. Durch frihzeitige Stopcodons
entstehen trunkierte Proteinreste mit je 60 Aminosauren (AS) eines Allels des Klons S1-1 und beide Allele
des Klons S1-9, sowie 47 AS des zweiten Allels des Klons S1-1. (NLS = Kernlokalisierungssequenz;
SLY = konservierter Bereich der SASH1, SLyl1 und SLy2 gemeinsam ist; SH3 = Src-Homologie-Doméane
3; SAM = sterile a-Motif Domé&nen; Pro-rich = prolinreiche Region). (C) Knockout und Wildtyp MelJuSo-
Zellen wurden mithilfe von Immunoblots auf die SASH1-Translation hin untersucht. Die vollstandigen Im-
munoblots des Zielproteins wie auch der Kontrolle sind in Abbildung S 1 zu finden.

Mit den SASH1-defizienten Zellen S1-1, S1-9, S2-16 und S2-64 steht nun ein experimentell leicht
zugangliches und molekular gut definiertes Werkzeug bereit, um Hypothesen bezlglich der Ur-
sachen des Pigmentierungsphanotyps des Sash1RFAH-Mausmodells zu Uberprifen. Diese konn-
ten im Rahmen dieser Arbeit — und in Analogie zu den in der Einleitung erwahnten — vor allem
auf vier funktionelle Bereiche reduziert werden:

1. Die Proliferation und gerichtete sowie ungerichtete Migration der Melanomzellen

2. Die Melaninsynthese, deren Haupt-Transkriptionsfaktor und Schliisselenzyme
3. Der Transport von Melanosomen innerhalb der Zelle
4

Die Exozytose der Melanosomen
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In den folgenden Kapiteln werden die Auswirkungen einer SASH1-Defizienz auf diese Prozesse
und deren mdglicher Einfluss auf die pathologische Fellfarbveranderung der Sash1RFAH-Mause

in der oben aufgestellten Reihenfolge untersucht.

3.2.3 SASH1-Knockout in MelJuSo ohne Einfluss auf die Migration oder Proliferation

Ein reduziertes proliferatives Potenzial der melanozytaren (Stamm-)Zellen der Epidermis und
Hautanhangsgebilde konnte ursachlich fur eine Hypopigmentierung des Sash1RFAHY-
Mausmodells sein. Alternativ kdnnten durch eine gestérte Migration SASH1-defizienter Mela-
nozyten wahrend der Embryonalentwicklung zu wenige Zellen ihren Wirkort erreichen. In beiden
Fallen waren nicht ausreichend Melanozyten fur die Synthese des benétigten Melanins vorhan-
den. In mehreren experimentellen Ansétzen wurden beide Hypothesen durch einen kolorimetri-
schen Proliferationsassay, einen 2D-Wundheilungsassay (,Scratch Assay“) zur Messung der ge-
richteten Zellmigration, einen Transwell-Migrationsassay und einen Invasionsassay, jeweils mit
einem Gradienten an chemotaktisch wirkendem FCS fir die Migration in extrazellulare Matrix,
Uberprift. Zwischen den Wildtyp-Zellen und den SASH1-defizienten Melanomzellen ergeben sich
keine signifikanten Unterschiede im Proliferationsverhalten. Nur zwei der vier untersuchten Klone
sind im Wachstumsverhalten gehemmt, wohingegen zwei weitere Klone eine etwas erhéhte
Proliferation im Zellproliferations-Assay zeigen, obgleich keine der Beobachtungen mit der néti-
gen Signifikanz gegenuber den Wildtyp-Zellen einhergeht (Abbildung 13 A). Eine ahnliche Ver-
teilung der Effekte zeigt sich im Wundheilungsassay, in welchem bei zwei von drei Klonen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtyp-Melanomzellen und den SASH1-Knockouts in
deren gerichteten Migrationsverhalten beobachtet werden kdnnen. Einzig der Unterschied zwi-
schen den Wildtyp und den S1-9 Knockout Zellen liegt knapp unter dem Signifikanzniveau, was
auf klonale Artefakte schlieRen lasst (Abbildung 13 B). Die Uberpriifung der chemotaktisch sti-
mulierten Migration durch eine Transwell-Membran (Abbildung 13 C) zeigt ebenso wenig signifi-
kante Unterschiede wie die gerichtete Invasion der Zellen in die extrazellulare Matrix (Abbildung
13 D). Somit konnte in vitro kein Effekt einer SASH1-Defizienz auf die Proliferation, Migration und
Invasion von Melanomzellen gefunden werden.

In Kooperation mit Dr. Theresa Pachecho und Dr. Yiqun Shellman (beide School of Medicine,
Universitat Colorado, USA, Abteilung Dermatologie) wurde die Haut von Sash1RF2%-Mausen his-

tologisch untersucht.
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Abbildung 13: Proliferations- und Migrationsverhalten von MelJuSo-Wildtyp und SASH1-Knockout
Zellen. (A) Proliferation der Zellen wurde mittels XTT-Assay in 2% FCS getestet (Mann-Whitney Test;
n = 3; p>0,1). (B) Zellmigration wurde durch 2D-Wundheilungsassays tberprift, indem die zellfreie Flache
mit der Software ImageJ v1.51 48h nach Entfernung des Zellinserts gemessen wurde (Mann-Whitney Test;
n = 3; p = 0,0411). (C) Die Migration wurde durch einen Transwell-Migrationsassay untersucht und die
migrierten Zellen nach 24h gezahlt (Mann-Whitney; n = 5; p>0,8413). (D) Um die Invasion der MelJuSo-
Zellen in extrazellulare Matrix zu Uberprifen, wurden Transwell-Invasionsassays durchgefihrt und die in-
vasiven Zellen nach 48h gezahlt (Mann-Whitney; n = 4; p>0,2286). Eine ausfihrliche Tabelle zu allen Sig-
nifikanzniveaus findet sich im Anhang (Tabelle S 2).
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Abbildung 14: Hautschnitte von Wildtyp, heterozygoten und homozygoten Sash1RFAHy-Mausen. Ha-
matoxylin-Eosin Farbung, und Aufnahmen durch Dr. Theresa Pachecho und Dr. Yiqun Shellman (beide
School of Medicine, Universitat Colorado, USA, Abteilung Dermatologie) zur Verfigung gestellt. (A&B)
Gewebedunnschnitte der Haut von Wildtyp Mausen aus Sash1RFAHy-Verpaarungen. (C&D) Gewebedinn-
schnitte der Haut von homozygoten Sash1R~FAHy-Mausen. (E&F) Gewebediinnschnitte der Haut von hete-
rozygoten Sash1RFAHy-Mausen.

Daflir wurden von folgenden Genotypen der Sash1RF2HY-Mause Schnitte der Haut angefertigt und
mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt: Wildtyp (n = 2, Alter 14 Monate), homozygot (n = 2, Alter 16 Mo-
nate) und heterozygot (n = 2, Alter 16 Monate). Die histologische Beurteilung wurde durch die
Kooperationspartnerinnen mit langjahriger Erfahrung in Dermatopathologie durchgefihrt. Bei der
Untersuchung der Hautschnitte sticht eine ungleiche Verteilung ektopen Melanins zwischen den
verschiedenen Mausen hervor. Demnach befindet sich in den Hautschnitten der Wildtyp-Mause

mit schwarzen Haaren nur wenig Melanin in den Haarwurzeln (Abbildung 14 A, B). Im Gegensatz
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dazu ist in homozygoten Sash1RFA"-Mausen mit grauem Fell auffallig viel Melanin in den Haar-
wurzeln sowie ektopes Melanin auRerhalb der Haarwurzel entlang der eingestilpten Epidermis
des Haarfollikels zu finden (Abbildung 14 C, D). Der Gehalt an sichtbarem Melanin in diesen
Schnitten Ubertrifft laut den Untersucherinnen jenen von Wildtyp- als auch von heterozygoten
Sash1R®_Mausen. Letztere zeigen einen intermediéren Phanotyp unter dem Mikroskop, da in
einigen Schnitten der Melaningehalt jenem von Wildtyp-M&ausen &@hnelt, in anderen wiederum der
Gehalt an Melanin (teilweise auch ektopisch entlang der Epidermis eines Haarfollikels) jenem von

homozygoten Mausen entspricht (Abbildung 14 E, F).

3.2.4 MITF-Expression in MelJuSo Wildtyp- und SASH1-Knockout-Zellen und Expression wich-

tiger Schliisselenzyme der Melanogenese in murinen Hautproben

Der veranderte Pigmentierungsphanotyp des Sash1RF2"-Mausmodells kénnte auch in einer ge-
storten Melaninsynthese begriindet sein. Aus diesem Grund wurde die Expression des in der
Einleitung bereits naher beschriebenen wichtigsten spezifischen Transkriptionsfaktors der Mela-
nogenese MITF in der humanen Melanomzelllinie MelJuSo untersucht. Von SASH1 wie auch
SLy1 ist ein Kernimport und -export dieser Proteine bekannt [5]. Da eine Sash1-Defizienz mog-
licherweise eine Beeintrachtigung des Kernimports des Transkriptionsfaktors zur Folge haben
koénnte, wurde dartber hinaus mittels Zellfraktionierung auch die Expression von MITF in den

verschiedenen Kompartimenten des Nucleus und des Zytosols von MelJuSo-Zellen betrachtet.
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Abbildung 15: MITF-Expression in verschiedenen Zellkompartimenten von Wildtyp und SASH1-
Knockout MelJuSo-Zellen sowie Expression wichtiger Regulatoren und Enzyme der Melanogenese
in Sash1RFAHY-MAusen. (A) Die MITF-Expression auf Proteinebene in Gesamtzelllysaten und Lysaten aus
Zytoplasma und Zellkern von Wildtyp (WT) und SASH1-defizienten (S1-1, S1-9, S2-16, S2-64) MelJuSo-
Zellen wurde durch Immunoblots analysiert. Lamin-A und B-Tubulin entsprechen jeweils der Positivkon-
trolle der Nucleus Fraktion bzw. der Zytoplasma Fraktion, $-Aktin zur Beladungskontrolle. (B) Weitere Im-
munoblot Analyse der MITF-Proteinlevel in den Zellkompartimenten mit den Positivkontrollen PARP1 und
B-Tubulin fir die Kompartimente des Nucleus bzw. des Zytoplasmas. Die Expression des Transkriptions-
faktors Mitf und der Enzyme Tyrosinase (Tyr), Tyrosinase-related protein 1 (Tyrpl) und Dopachrom-Tau-
tomerase (Dct) der Melanogenese in der Haut von Sash1RFAHy-Mausen wurden auf der Ebene der Tran-
skription untersucht. (C) Mitf-Expression auf mMRNA-Ebene (Mann-Whitney; n = 7-8; p = 0,8665). (D) Tyr-
Expression auf mMRNA-Ebene (Mann-Whitney; n = 7-8; p = 0,3204). (E) Tyrpl-Expression auf mMRNA-Ebene
(Mann-Whitney; n = 7-8; p = 0,9551). (F) Dct-Expression auf mRNA-Ebene (Mann-Whitney; n = 7-8;
p>0,9999).

58
Das Strukturprotein SASH1 in der Tumorsuppression und der Pigmentierung

— eine Naherung von der Maus zum Menschen



Dabei wurden zwei voneinander leicht abgewandelte Versuchsanordnungen zur Zellfraktionie-
rung verwendet, in denen mittels Immunoblot neben MITF auch Lamin-A beziehungsweise das
DNA-Reparaturenzym PARP1 als Positivkontrolle des Zellkerns und B-Tubulin als Positivkon-
trolle des Zytoplasmas ermittelt wurden (Abbildung 15 A, B). Die jeweiligen Kontrollen gelten da-
bei auch als Negativkontrollen, die Verunreinigungen des jeweils anderen Kompartiments detek-
tieren. Bei Betrachtung der Gesamtzelllysate ist kein wesentlicher Unterschied in der Gesamtex-
pression von MITF zwischen den MelJuSo Wildtyp- und Knockout-Zellen festzustellen, sodass
die fehlende Expression von SASH1 offenbar keinen Einfluss auf die MITF-Gesamtexpression
besitzt (Abbildung 15 C, D). Dies bestatigt sich zudem im Vergleich der Mitf-Expression in vivo,
in Hautproben von Sash1RFAH Wildtyp- und homozygot mutierten Mausen. In den beiden Geno-
typen zeigt sich kein signifikanter Unterschied des Mitf-mRNA-Niveaus (Abbildung 15 E).

Die Frage, ob trotz gleichbleibender Gesamtmengen an MITF der Kernimport des Transkriptions-
faktors durch eine SASH1-Defizienz beeintrachtigt sein konnte, sollte mit Experimenten zur Zell-
fraktionierung beantwortet werden. MITF konnte zwar eindeutig im Zellkern angereichert nach-
gewiesen werden, ein klarer Unterschied zwischen SASH1-Knockout und Kontrollen lief3 sich
allerdings nicht belegen. Diese Versuche sind trotz mehrmaliger Wiederholungen und unter Ver-
wendung verschiedener Kontrollmarker und methodischer Variationen in ihrer Aussagekratft nicht
eindeutig, da etwa die Positivkontrolle der Nucleusfraktion Lamin-A in den Knockout-Proben nur
schwach detektiert wird, (Abbildung 15 A), oder in anderen Ansatzen die Negativkontrolle B-Tu-
bulin auch in den Nucleusfraktionen detektiert wird, was auf eine Kontamination der Kernfraktion
hindeutet (Abbildung 15 B).

Neben der Expression des wichtigsten Transkriptionsfaktors MITF ist zudem die Expression von
Schlisselenzymen der Melanogenese von Interesse. Dabei liegt der Fokus auf den Enzymen
Tyrosinase (Tyr) (Abbildung 15 F), Tyrosinase-related-protein 1 (Tyrpl) (Abbildung 15 G) und der
Dopachrom-Tautomerase (Dct) (Abbildung 15 H), von denen die mRNA-Spiegel durch gPCR be-
stimmt wurden. Verglichen wurden jeweils Hautproben von Wildtyp- und homozygoten
Sash1RF2-Mausen. Keines der genannten Enzyme zeigt dabei eine signifikante Anderung in der
Expression zwischen den entsprechenden Genotypen (Abbildung 15 F-H). Insgesamt fallt jedoch
auf, dass sowohl in Wildtyp- als auch in Sash1-defizienten Geweben die Expression der Enzyme

sowie des Transkriptionsfaktor sehr gering ist.

3.2.5 SASH1-unabhangige Melaninproduktion in MelJuSo-Zellen und Erhéhung der Anzahl int-

razellularer Melanosomen

Melanozyten besitzen mit der Melanogenese eine zentrale, zelltypspezifische Funktion. Der dafir
wichtigste Transkriptionsfaktor MITF und die Schliisselenzyme dieses Synthesevorgangs wurden
bereits im vorherigen Kapitel im in vitro Zelllinienmodell, als auch im in vivo Maus-Modell naher

betrachtet. Die Frage, ob in den vorliegenden Melanomzellen auch das finale Produkt der
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Melanogenese, namlich das in Melanosomen verpackte Melanin zu finden ist und ob die
Melanogenese mdglicherweise durch einen SASH1-Verlust der Zellen zum Erliegen kommt,
wurde bisher nicht beantwortet. Durch die Fixierung und Farbung der Wildytp- sowie der
Knockout-Zellen fir die Immunfluoreszenzmikroskopie sollte ein besserer Eindruck fir diese
Fragen gewonnen werden. Bei genauer Betrachtung sind in den Hellfeldaufnahmen der Zellen
phasendichte Vesikel auszumachen, welche den Zellkern nicht Uberlagern, sondern um diesen
herum und radiar in Richtung der Zellperipherie verteilt sind (Abbildung 16 A). Dies gilt
gleichermalf3en fir Wildtyp- wie auch fiur SASH1-defiziente Zellen, obgleich letztere bei erhaltener
Polaritat eine etwas rundlichere Form aufweisen. Eine vorausgegangene Arbeit untersuchte
bereits die Veranderung der Zellmorphologie in Folge einer Uberexpression von SASH1 in Hela-,
LLC-PK1- und HEK293-Zellen [2]. SASH1 begunstigt demnach die Polymerisation filamenttsen
Aktins (F-Aktin), was zur Bildung von Zellauslaufern und einer verlangerten Zellform fihrt. Auf-
grund dieser Vorbefunde und der hier beobachteten, wenngleich nur leicht veranderten Zellform,
wurde F-Aktin sowohl von Wildtyp- als auch von SASH1-defizienten MelJuSo-Zellen mithilfe der
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Dabei fanden sich keine offensichtlichen Verénderun-
gen in der Anordnung des F-Aktins der Zellen oder der Anreicherung von F-Aktin-Strangen ent-
lang der Membranen der Langsachse der Zellen (Abbildung 16 A). Zum Beweis, dass es sich bei
den beobachteten phasendichten Strukturen der Melanozyten auch tatséchlich um Melanosomen
handelt, wurden die fixierten Zellen mit geeigneten Antikbrpern gegen das Tyrosinase-related-
protein 1 (TYRP1) — ein Marker fur reife Melanosomen — gefarbt und mittels chromophoren
sekundaren Antikérpern in der Immunfluoreszenzmikroskopie dargestellt. Der Vergleich der
Hellfeldaufnahmen, in denen die phasendichten Vesikel zu sehen sind, mit den entsprechenden
fluoreszenzmarkierten Aufnahmen des Oberflachenproteins TYRP1 belegt eine Kolokalisation
beider Strukturen, sodass die beobachteten Vesikel fortan als bona fide Melanosomen
bezeichnet werden kdnnen (Abbildung 16 B, C). Diese Ergebnisse zeigen, dass MelJuSo-Zellen
Melanin bilden und dass dies auch im Falle einer SASH1-Defizienz weiterhin mdglich ist. Mehr
noch: Neben der starker abgerundeten Zellform scheinen die Knockout-Zellen mit deutlich mehr
Melanosomen geflillt zu sein. Dieser Phanotyp ist Gber mehrere Passagen hinweg stabil zu
beobachten (Abbildung 17 A-C), sodass die Anzahl der Melanosomen in den Wildtyp- sowie in

den SASH1-defizienten Zellen systematisch erfasst wurde.

60
Das Strukturprotein SASH1 in der Tumorsuppression und der Pigmentierung

— eine Naherung von der Maus zum Menschen



A Brightfield F-Aktin Tubulin Overlay

Abbildung 16: Morphologie von Wildtyp- (wt) und SASH1-defizienten (S1-1, S1-9) MelJuSo-Mela-
nomzellen und Nachweis von Melanosomen. (A) In Wildtyp- (wt) und SASH1-defiziente (S1-1, S1-9)
MelJuSo-Zellen wurden F-Aktin (rot), Tubulin (grin) und die DNA (DAPI; blau) angefarbt (Mal3stab = 20
pm). (B) Melanosomen (weil3e Pfeile) wurden durch den Marker Tyrpl (rot) in MelJuSo-Wildtyp-Zellen,
Zellkerne durch DAPI (blau) angefarbt (Mafl3stab = 20 pm). (C) In SASH1-defizienten S1-1 Zellen wurden
Melanosomen (weil3e Pfeile) durch Tyrpl (rot) und Zellkerne durch DAPI (blau) gefarbt (Ma3stab = 20 pum).

Hierflr wurden die Melanosomen verblindet, halbautomatisch mittels ImageJ v1.51 (National In-
stitutes of Health, USA) ausgezéhlt und ihre Anzahl durch die Anzahl der Zellen im Blickfeld
geteilt, wodurch sich die Anzahl an Melanosomen pro Melanozyt fur die verschiedenen

Genotypen ergibt. Dabei féllt auf, dass die Anzahl der Melanosomen in SASH1-defizienten Zellen

hochsignifikant erhéht ist (Abbildung 17 D). Im Anschluss stellte sich die Frage, ob dieser
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Unterschied auch mit einer weiteren, unabhangigen Messmethode validiert werden kann. Hierfur
wurden 2x10° MelJuSo-Zellen auf einer 10 cm Platte geerntet, in 1M NaOH lysiert, und Zelltriim-
mer mittels Zentrifugation entfernt. Der melaninhaltige Uberstand wurde dann mit Absorptions-
messungen bei einer Wellenldnge von 405 nm untersucht und somit die intrazellulare Melanin-
konzentration anhand einer Standardkurve synthetischen Melanins ermittelt (Abbildung 17 E).
Betrachtet man die Knockout-Klone einzeln, ist bei Klon S1-1 eine signifikante Erh6éhung des
Farbstoffes messbar und obgleich der Klon S1-9 im vorherigen Experiment einen ausgepragteren
Phanotyp mit mehr Melanosomen pro Zelle zeigt, scheitert die Erh6hung des intrazellularen
Melaningehalts dieses Klons im photometrischen Verfahren am Signifikanzniveau (Abbildung S
3 A B).
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Abbildung 17: Erhéhte Anzahl intrazellularer Melanosomen in SASH1-defizienten MelJuSo-Zellen.
(A) Wildtyp MelJuSo-Zellen zeigen eine unaufféallige Morphologie und Melaningehalt in Form von phasen-
dichten Melanosomen. (B, C) Die SASH1-defizienten Klone S1-1 und S1-9 zeigen eine etwas breitere
Morphologie und lassen eine erhéhte Anzahl intrazelluldarer Melanosomen erkennen. (D) Die Auszdhlung
der Melanosomen erfolgte anhand von Hellfeldaufnahmen der jeweiligen Zellklone. Entsprechende Auf-
nahmen stellen die Abbildungen A-C dar. Die halbautomatische Zahlung der Melanosomen erfolgte mittels
ImageJ v1.51 (Mann-Whitney Test; wt n = 34; SASH1-KO n = 66; p<0,0001). (E) Die photometrische Be-
stimmung des intrazellularen Melaningehalts erfolgte durch alkalische Lyse der MelJuSo-Zellen und an-
schlieBender Absorptionsmessung und Konzentrationsbestimmung anhand einer Verdiinnungsreihe syn-
thetischen Melanins (Mann-Whitney Test; wt n = 4; SASH1-KO n = 8; p = 0,0303).
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Die beobachteten Phanotypen lassen auf eine Ansammlung von Melanosomen in den SASH1-
defizienten Zellen schlieRen, sodass am ehesten zwei Prozesse innerhalb der Melanozyten durch
einen SASH1-Verlust beeintrachtigt sein kénnten: der Transport der Melanosomen entlang der
Mikrotubuli (und in geringerem Mal3e auch des F-Aktins) oder die Exozytose der Melanosomen.
Um die Morphologie der Mikrotubuli zu untersuchen, wurden diese in einem weiteren Schritt
mithilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie angefarbt (Abbildung 16 A). Wie in den Abbildungen
zu erkennen ist, entsteht der Eindruck einer weniger klar definierten Struktur der Mikrotubuli der
SASH1-defizienten Zellen im Vergleich zu denen der Wildtyp-Zellen. Anstelle der typischen
stréngigen, abgegrenzten Filamente, die der Polaritéat der Zellen folgen, sind diese vielmehr
heterogen angeordnet. Auch die Zellpolaritat selbst scheint vermindert zu sein, da die Knockout-
Zellen weniger eine langliche Morphologie, sondern eher ein flachiges Erscheinungsbild mit
weniger Zellauslaufern aufweisen (Abbildung 16 A, Abbildung 17 A-C).

Auch wenn dieser Phanotyp in weit weniger Zellen und weniger konsistent zu beobachten war
als jener von mit Melanosomen angefullten SASH1-Knockout-Zellen, stellt sich dennoch die
Frage, ob die eventuell unterschiedliche Modifikation des Tubulins auch einen funktionellen
Einfluss auf den Transport der Melanosomen hin zur Zellmembran bedeutet. Der

Melanosomentransport wird im nachfolgenden Kapitel genauer untersucht.
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3.2.6 Ineffizienter intrazellularer Transport der Melanosomen und reduzierte Polaritat innerhalb
der MelJuSo-SASH1-Knockouts

Min:Sek  MelJuSo wildtyp MelJuSo S1-1 MiniSek

00:00

00:04
00:04

00:08
00:11

00:10
00:19
00:25 00:14
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Abbildung 18: Melanosomentransport in MelJuSo Wildtyp- und SASH1-defizienten Zellen. Durch
Live Cell Imaging sollte ein qualitativer Eindruck des intrazellularen Melanosomentransports in MelJuSo-
Wildtyp-Zellen (linke Spalte) und dem SASH1-defizienten Zellklon S1-1 (rechte Spalte) gewonnen werden.
Fur Melanosomen, die sich entlang filamentéser Strukturen bewegen, wie auch fiir jene, die keine Mobilitat
zeigen, wurden jeweils stellvertretend Vesikel tber 25 Sekunden (wt) bzw. 14 Sekunden (S1-1) nachver-
folgt. Die rot gestrichelte Linie entspricht dabei dem Ausgangspunkt, von dem sich die nachverfolgten Me-
lanosomen (rote Pfeile) zu Beginn des Beobachtungszeitraumes befanden. Die gelbe durchgezogene Linie
deutet ebenfalls die Anfangsposition an, von denen sich die immobilen Melanosomen (gelbe Pfeile) kaum
entfernen.

Im Hinblick auf die Frage, ob die in mehreren SASH1-defizienten Zellen identifizierten Verande-
rungen des Tubulins einen Einfluss auf die Dynamik des Transports und die Funktion von Mela-
nosomen ausiiben, wurden lebende MelJuSo-Zellen mittels Zeitraffer-Mikroskopie untersucht.
Fur den Vergleich des S1-1 Knockouts mit den Wildtyp-MelJuSo-Zellen wurden jeweils reprasen-
tative Ausschnitte der Aufnahmen und der Wanderung von Partikeln ausgewéhlt. Ungeachtet der
Tatsache, dass diese Beobachtungen eher einen qualitativen Eindruck vermitteln, liefern sie den-
noch einen Einblick in die Dynamik des Zelltransports. Die Wildtyp-MelJuSo-Zellen zeigen — wie
oben schon erwéhnt — eine deutlich geringere Anzahl an intrazellularen Melanosomen, was die
Nachverfolgung einzelner Partikel erleichtert und die Bewegung von Vesikeln eindeutiger und
nachvollziehbarer macht. In den Wildtyp-Zellen ist eine deutliche Polaritdt des Transports vom
Zentrum der Zelle hin zur Peripherie zu erkennen: die Melanosomen schléngeln sich von einem
Startpunkt zu Beginn der Beobachtung entlang filamentdser Strukturen gleichmafig in Richtung
der Zellauslaufer. Zwar sind kurze und schnelle Ruckwartsbewegungen der Melanosomen zu
erkennen, die am ehesten der inharenten Molekularbewegung sowie der Eigenmoatilitat der Zellen
selbst geschuldet zu sein scheinen, allerdings Gberwiegt der gerichtete Transport der Melanin-
partikel (linke Spalte, rote Linie). Bei den SASH1-defizienten MelJuSo-Knockout-Zellen ist der
Eindruck heterogen, aber auch hier bewegen sich Melanosomen entlang filamentdser Strukturen,
sodass von einem Tubulin-abhangigen Transport ausgegangen werden kann. Die erhéhte Anzahl
an Melanosomen innerhalb der Zellen erschwert die genaue Nachverfolgung einzelner Melano-
somen uber den zeitlichen und r&umlichen Verlauf. Die hier abgebildeten Dynamiken sind den-
noch reprasentativ fir die Beobachtungen in den Knockout-Zellen. Im Allgemeinen fluktuieren
Melanosomen in den SASH1-defizienten Zellen starker in der Bewegung zwischen Zellperipherie
und -zentrum. Dabei ist bei vielen Partikeln eine gerichtete Bewegung erst in Richtung Peripherie
zu beobachten, auf die sogleich eine mindestens ebenso starke Gegenbewegung in Richtung der
Zellmitte folgt (Abbildung 18, rechte Spalte, rote Pfeile). Anders als bei Wildtyp-Zellen — bei denen
diese Gegenbewegungen in einem viel geringeren Mal3 auftreten und insgesamt ein gerichteter
Transport zur Peripherie zu erkennen ist — Giberwiegt bei dieser Dynamik eher ein gleichméRiges
Pendeln zwischen den Ausgangspunkten. Eine andere Gruppe an Melanosomen weist hingegen
keine Lokalisations&nderung auf und bleibt im Wesentlichen tber die Zeit hinweg an den gleichen

Ausgangsorten (Abbildung 18, rechte Spalte, gelbe Pfeile). Diese bewegungsarmen Partikel sind
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vor allem in Zellbereichen mit einer ohnehin hohen Dichte an Melanosomen zu finden. Der pen-
delnde Transport von Melanosomen ist hingegen eher in Regionen mit einer geringeren Dichte
an Melaninvesikeln zu beobachten. Trotz der auffalligen Bewegungen der Melanosomen inner-
halb von SASH1-defizienten Zellen kann ein Vesikeltransport entlang von tubularen Strukturen
nachempfunden werden, auch wenn diese Ablaufe ineffizient erscheinen. Die mdglichen Grinde
flr diese Beobachtungen sollen in der Zusammenschau mit weiteren Ergebnissen am Ende die-
ser Arbeit tiefergehend diskutiert werden. FUr einen vollstandigen Einblick soll zuvor jedoch ein
weiterer moglicher Mechanismus erortert werden, welcher ebenfalls zu einer erhéhten Anzahl an

Melanosomen innerhalb der SASH1-defizienten Zellen beitragen konnte.

3.2.7 Reduzierung des intrazellularen Melaningehalts nach Restituierung der SASH1-Expres-
sion in SASH1-defizienten MelJuSo-Zellen

Wie beschrieben sind in SASH1-defizienten MelJuSo-Zellen signifikant mehr Melanosomen zu
detektieren als in parentalen Zellen. Daher stellt sich die Frage, ob der beobachtete Phénotyp
durch eine Re-Expression von SASH1 umkehrbar ware.

In einem sogenannten ,Rescue“-Experiment wurde der Knockout-Klon S1-9 mit verschiedenen
Vektoren transfiziert. Dabei wurden entweder Plasmide verwendet, welche die Sequenz fur
SASH1-GFP (mit einer N-terminalen GFP-Markierung unter der Kontrolle des humanen CMV-IE-
Promotors), SASH1-V5 (mit einer C-terminalen VV5-Markierung, unter der Kontrolle des humanen
EF-1a-Promotors) oder als Kontrolle GFP allein (ebenfalls unter der Kontrolle des humanen CMV-
IE-Promotors) enthielten. AuRerdem wurden Wildtyp-Zellen mit den gleichen Vektoren trans-
fiziert, um etwaige Effekte der Transfektion selbst oder jene einer Uberexpression von SASH1
durch die exogenen Promotoren abschatzen zu kénnen. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert,
fur die Mikroskopie prapariert, die Melanosomen erneut verblindet und wie oben beschrieben
ausgezahlt. Interessanterweise zeigen sich nach Re-Expression von SASH1-GFP oder SASH1-
V5 in den SASH1-Knockout-Zellen signifikant weniger Melanosomen als in jenen Zellen, die nur
mit einem GFP-Kontrollvektor transfiziert wurden (Abbildung 19 A). Nach einer Uberexpression
von SASH1 in Wildtyp-Zellen ist hingegen kein signifikanter Unterschied in der Anzahl intrazellu-
larer Melanosomen im Vergleich zur GFP-Kontrolltransfektion festzustellen (Abbildung 19 B). Auf-
grund dieser Beobachtungen scheint es naheliegend, dass eine Re-Expression von SASH1 die
Knockout-Zellen erneut dazu beféhigt, die angesammelten intrazellularen Melanosomen abzuge-
ben, auch wenn dieser Effekt nach einer Uberexpression in Wildtyp-Zellen nicht weiter skalierbar
ist.

Neben dem mikroskopischen Nachweis sollten diese Beobachtungen auch mittels oben erwéhn-
ter photometrischer Methode verifiziert werden. Fir den Klon S1-1 ist mit dieser Methode ein
erniedrigter Melaningehalt nach SASH1-Re-Expression messbar, welcher jedoch durch Streuung

der Werte in den Kontrolltransfektionen nicht das Signifikanzniveau erreicht (Abbildung 19 C).
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Fur den Klon S1-9, welcher in der Mikroskopie hoch signifikant weniger Melanosomen nach einer
SASH1-Re-Expression beinhaltet, ist dieser Effekt in der photometrischen Messmethode nicht
mehr nachweisbar (Abbildung 19 C).
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Abbildung 19: Intrazellularer Melaningehalt nach SASH1-(Re)-Expression in MelJuSo-Wildtyp und
SASH1-Knockout Zellen. (A) SASH1-defiziente MelJuSo-Zellen wurden jeweils mit einem GFP-, SASH1-
GFP-, oder SASH1-V5-Vektor transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen fixiert, die Anzahl intrazellularer
Melanosomen durch halbautomatische Zahlung mittels ImageJ v1.51 ausgewertet (Mann-Whitney Test; n
= 65-84; p<0,0001). (B) MelJuSo-Wildtyp-Zellen wurden jeweils mit einem GFP-, SASH1-GFP-, oder
SASH1-V5-Vektor transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen fixiert, die Anzahl intrazellularer Melanosomen
durch halbautomatische Zahlung mittels ImageJ v1.51 ausgewertet (Mann-Whitney Test; n = 61-69;
p>0,3242). (C) Die SASH1-defizienten Klone S1-1 und S1-9 wurden mit GFP-, bzw. SASH1-GFP-Vektoren
transfiziert. Die Photometrische Bestimmung des intrazellularen Melaningehalts erfolgte 48h nach Trans-
fektion (Mann-Whitney Test; n = 3, p = 0,1000 fur S1-1; n = 2, p>0,9999 fir S1-9).

Eine gemeinsame Darstellung der SASH1-defizienten Klone als Pool nach der Re-Expression
gegeniber den Kontrolltransfektionen ist im Anhang aufgefuhrt (Abbildung S 4).

Trotz der nicht signifikanten Reduktion wahrend der photometrischen Bestimmung des Melanin-
gehalts scheint ein Zusammenhang zwischen der Expression von SASH1 und der intrazellula-
ren Menge und Konzentration von Melanin zu bestehen. Es bleibt jedoch die Frage zu beant-
worten, welcher zellbiologische Mechanismus diese Korrelation verursacht.
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3.2.8 Potenzieller Einfluss einer SASH1-Defizienz auf die Exozytose und EXOCS8 als mutmalf3li-

cher neuer Interaktionspartner von SASH1

Die bisher untersuchten Prozesse zeigen im SASH1-defizienten in vitro Modell weniger ausge-
pragte Effekte, die den dilute-Phanotyp im Sash1RF2H-Mausmodell erklaren konnten, und konnen
daher weitgehend ausgeschlossen werden. Der zuletzt beschriebene erhéhte Melaningehalt in
SASH1-defizienten Zellen schien dagegen vielversprechender, sodass ein Einfluss von SASH1
auf die Exozytose postuliert wurde. Mdgliche Interaktionspartner von SASH1 auf Proteinebene
wurden in Zusammenarbeit mit Kooperationspartnern schon in friheren Arbeiten untersucht, in-
dem etwa das Hefe-Zwei-Hybrid-System (Y2H) in Kooperation mit Dr. Ewa Ninio und Dr. Henri
Weidmann (beide Sorbonne Universitat, Paris, Frankreich) oder auch die Co-Immunoprazipita-
tion in Kombination mit einer folgenden Massenspektrometrie (in Kooperation mit Solenne Char-
donnet, Sorbonne Universitat, Paris, Frankreich) etwaige Interaktionen aufdecken sollten. In Ta-
belle 7 sind diese Ergebnisse systematisch zusammengefasst und mdgliche Interaktionen an-
hand der Ergebnisse der Massenspektrometrie in verschiedene Konfidenzgrade kategorisiert
worden, wobei die Konfidenzlevel D bis F keine Beriicksichtigung fanden [130]. Von den in der
Tabelle aufgeflihrten Genprodukten, die zugleich auch eine Interaktion in der Co-
Immunoprazipitation und der anschlieBenden Massenspektrometrie zeigen, ist das Gen EXOCS8
von besonderem Interesse, da dieses einen Bestandteil des an der Exozytose beteiligten
Exozyst-Komplexes darstellt [98]. Daher wurde der Fokus auf eine mogliche Interaktion der
Proteine SASH1 und EXOCS8 gelegt, mit der Hypothese, dass eine beeintrachtigte SASH1-
Expression Uber eine mogliche Interaktion mit EXOC8 zu einer gestbrten Exozytose von
Melanosomen in Melanozyten fuhrt. Letztere wirden umliegende Gewebe wie etwa
(menschliche) Keratinozyten oder (murine) Haarfollikel nicht mehr suffizient versorgen kénnen,
sodass der Hypopigmentierungsphanotyp im Sashl-defizienten Mausmodell (Abbildung 11 A)
oder Pigmentierungsphanotyp in Menschen durch heterogene Punktmutationen im SASH1-

Lokus zumindest in Teilen erklarbar ware [40, 44, 47].
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Gen

Konfidenz

Interaktion in Co-IP/Massenspektrometrie

AFF1

AKAP10

ARRB1

ASCC2

Ja

BAP1

CiD

CCNDBP1

CNKSR1

CRK

CRKL

Ja

CTNNA1

EPS8L2

IKBKB

JADE2

JADES3

KIF3B

MCRS1

Ja

OAS2

Ja

PPP4R1

RBM12B

SECISBP2L

SNX1

SPG7

SPTBN1

Ja

SYNE2

TNKS2

UTRN

EXOCS8

>IOPEEOOBEI>®EIPEIZZZZZON>EZZOONZ>OP

Ja

Tabelle 7: Y2H- und masenspektrometrisches Screening von SASH1-Co-Immunprazipitationen.
Yeast-Two-Hybrid (Y2H)-Screens wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ewa Ninio und Dr. Henri Weidmann
(beide Universitat Sorbonne, Paris, Frankreich) untersucht. Co-Immunprazipitationen und Massenspektro-
metrie von GFP und GFP-SASH1 in HEK293-Zellen wurden von Solenne Chardonnet (Universitat Sor-
bonne, Paris, Frankreich) durchgefiihrt. MutmaRliche Interaktionen der Konfidenzstufen A (sehr hoch), B
(hoch) und C (gut) wurden beriicksichtigt, wahrend Interaktionskandidaten der Stufen D bis F ausgeschlos-
sen wurden. Die Daten entsprechen jenen von Dr. Fabian Franke [130].
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Abbildung 20: Exogenes SASH1-V5 interagiert mit endogenem EXOCS8 in HEK293-Zellen. (A) Nach
Expression eines exogenen SASH1-V5 Konstrukts wurde endogenes EXOC8 in Versuchen zur
Immunpréazipitation (IP) in HEK293-Zelllysaten von Anti-V5-Antikdrpern, nicht aber von Isotyp-Kontroll-
Antikorpern prazipitiert und von Anti-EXOC8-Antikorpern durch Immunoblot nachgewiesen (roter Pfeil). (B)
Transfektions- und Prazipitationskontrolle der Prazipitate: Anti-V5-Antikdrper erkennen V5-Tag auf
Immunoblot nur im Input der SASH1-V5-Transfektionen und in der Immunprézipitation (IP) mit eingesetzten
Anti-V5-Antikorpern.

Zunachst folgte eine eigene Uberprifung der méglichen SASH1-EXOCS8-Interaktion mittels Co-
Immunoprazipitation in HEK293-Zellen, welche transient mit oben beschriebenem SASH1-V5
Vektorkonstrukt transfiziert wurden, um anschlieRend eine mdgliche Interaktion im Pulldown-
Assay mittels eines an Sepharose-G gekoppelten Anti-V5-Antikdrpers zu bestatigen. Dartber
hinaus wurden zwei Negativkontrollen durchgefiihrt, indem zum einen Proteinlysate aus HEK293

Zellen nach SASH1-V5 Transfektion mit unspezifischen Antikérpern gegen 1gG2 sowie
70
Das Strukturprotein SASH1 in der Tumorsuppression und der Pigmentierung
— eine Naherung von der Maus zum Menschen



untransfizierte HEK293-Zellen mit einem spezifischen V5-Antikdrper inkubiert wurden. Als
Positivkontrolle wurde als Input ein Proteinlysat der transfizierten HEK293-Zellen verwendet. Das
Zielprotein EXOCS8 sowie die Ladekontrolle wurden durch die entsprechenden Antikérper mittels
Immunoblot sichtbar gemacht (Abbildung 20 A). Entsprechend der Herstellerangaben des
EXOCS8-Antikorpers sind Banden jenes Proteins auf dem Immunoblot etwa in einer Hohe von 94
kDa zu erwarten, sowie weitere vermutliche Abbau-Produkte, Isoformen oder SpleiBvarianten
des Proteins mit einer geringeren GroRRe. Tatsachlich wird EXOCS8 in den Kontrolllysaten des
Inputs bei einer relativen elektrophoretischen Mobliitdt von knapp unter 100 kDa erkannt; die
Ladekontrolle sowie die Negativkontrolle gegen die V5-Markierung belegen eine korrekte
Transfektion und Antikorperspezifitdt (Abbildung 20 B). Auch in anderen Publikationen wird
EXOCS8 auf dieser Hohe beschrieben, einschlie3lich weiterer Produkte mit einem geringeren
Molekulargewicht [143, 144]. In den Immunprazipitaten ist neben der leichten Kette des
Immunglobulins auf einer Héhe von 35 kDa auch die schwere Kette der verwendeten Antikdrper
auf einer Hohe von etwa 60 kDa in den Co-Immunprazipitationen zu erkennen. Im V5-,Pulldown®
der SASH1-V5 Transfektion ist eine Bande in einer Hohe von knapp unter 100 kDa zu erkennen
(Abbildung 20 A, roter Pfeil), die — verglichen mit den entsprechenden EXOC8-Banden in den
Inputs — auf einer ahnlichen Hohe zu erkennen ist. Diese Bande stellt somit einen Hinweis auf
eine Interaktion von SASH1 mit EXOC8 dar. Das gezeigte Experiment wurde auf einer
Immunoblotmembran mit gréReren Abstanden leerer Spuren zwischen den Proben durchgefiihrt
und hier zur besseren Veranschaulichung durch Ausschneiden dieser leeren Spuren dargestellt
(gesamte Membran inklusive Beschriftung im Anhang (Abbildung S 6). Der Gréf3enstandard des
rechten Blot-Abschnitts von Abbildung 20 lauft dabei etwas niedriger als die Leiter im linken
Bildrand, weshalb beide Standards hier aufgeflihrt sind. Bei genauer Betrachtung fallt auf, dass
sich die korrespondierende Bande fiir EXOC8 im rechten Abschnitt von Abbildung 20 A in einer
etwas geringeren Hohe als in den Kontrolllysaten befindet. Unter Einbezug der leicht erniedrigten
Laufhohe des Standards von 100 kDa am rechten Bildrand relativiert sich der Unterschied in der
beobachteten Laufhthe von EXOCS8 jedoch (Abbildung S 6).

3.2.9 EXOC8-Knockdown in Wildtyp-MelJuSo-Zellen und dessen Auswirkung auf die Exozytose

Wie in vorherigen Kapiteln gezeigt, geht ein Verlust von SASH1 in der humanen Melanomzelllinie
MelJuSo mit einer Erhdhung der intrazellularen Anzahl an Melanosomen einher. Zwar liefert eine
mogliche Interaktion von SASH1 mit EXOCS8 erste Hinweise auf einen Mechanismus, jedoch

wurde dieser bisher nur im Sinne eines SASH1-Knockouts untersucht.
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Abbildung 21: Intrazellulare Melanosomen nach EXOC8-Knockdown in MelJuSo-Wildtyp-Zellen. (A)
Wildtyp HEK293 und MelJuSo-Zellen wurden nach 48h Transfektion mit Kontroll- und EXOCB8-siRNA auf
die Proteinlevel von EXOCS8 untersucht. (B) Ladekontrolle der untersuchten Zelllysate von HEK293 und
MelJuSo-Zellen nach Transfektion mit (Kontroll-)siRNA. (C) Knockdown Erfolgskontrolle: EXOCS8-Level
wurden in Relation zu Tubulin quantifiziert (n = 1). (D) Anzahl gezahlter Melanosomen pro Zelle in Wildtyp
und siEXOC8-MelJuSo-Zellen 48h nach Transfektion (Mann-Whitney Test; n = 9-10; p>0,9999). Die Zah-
lung erfolgte manuell mittels des Programms Zen (Zeiss). (E) Morphologie von Kontrolltransfektionen mit

nicht EXOC8-spezifischer siRNA. (F) Morphologie von siEXOC8 MelJuSo-Zellen.

Zum Abschluss dieser Arbeit soll der Grundstein fur weitere Experimente gelegt werden, die den

Einfluss von SASH1 und EXOCS8 auf die Exozytose weiter ergriinden kdnnten. Flr einen ersten
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Einblick wurde ein transienter siRNA-vermittelter Knockdown von EXOCS in der humanen Mela-
nomzelllinie MelJuSo durchgefihrt und dessen Auswirkung auf den intrazellularen Melanoso-
mengehalt als Mafl? fur die Exozytosetatigkeit untersucht. Als Positivkontrolle der Transfektion
wurde die Zelllinie HEK293 gewabhlt, da aus Vorergebnissen eine hohe Effizienz der Lipid-vermit-
telten Transfektion bekannt war. Um eventuelle off-target Effekte der siRNA-Transfektion zu be-
riicksichtigen wurde als Negativkontrolle eine Mischung verschiedener nicht EXOC8-spezifischer
siRNA verwendet, sogenannte scrambled siRNA. Im Vergleich zu dieser Kontrolltransfektion
konnte in beiden Zelllinien eine verminderte EXOC8-Expression auf Proteinebene nachgewiesen
werden, wobei von zwei sichtbaren Banden nur jeweils die obere eines gréReren Proteins redu-
ziert ist. (Abbildung 21 A-C). Die Auswirkungen auf die zellbiologischen Vorgénge der Exozytose
wurden parallel untersucht, indem die Zellen fixiert und fir Aufnahmen mit dem Mikroskop pra-
pariert wurden. Sowohl von den Kontrolltransfektionen als auch von den Zellen des EXOCS8-
Knockdowns wurden mikroskopische Aufnahmen von jeweils zehn Zellkolonien durchgeftihrt, bei
denen zum einen die Anzahl der Zellen klar zu erkennen und zum anderen auch das Zytoplasma
angemessen beurteilbar war. AnschlielRend wurde die Anzahl der Melanosomen manuell mit Hilfe
des Programms ZEN (Zeiss) ausgezahlt und jeweils durch die Anzahl der Zellen geteilt. Im direk-
ten Vergleich ist dabei kein signifikanter Unterschied bezliglich der Anzahl intrazellularer Mela-
nosomen nach einem EXOC8-Knockdown gegeniber einer Transfektion mit unspezifischer
siRNA zu erkennen (Abbildung 21 D). Auch wenn die durchschnittliche Anzahl an Melanosomen
unter Knockdown-Bedingungen etwas hoher liegt als unter den Kontrollbedingungen (35,10 vs.
24,97), so unterscheidet sich der Median der Stichproben nur wenig (19,79 vs. 18,80). Allerdings
fallt auf, dass die GroRRe sowie die Anzahl der Melanosomen pro Zelle in beiden Behandlungen
unter jenen liegen, die in vorherigen Experimenten beobachtet wurden, wodurch schlussendlich

auch eine manuelle Auszahlung notwendig war (Abbildung 17).
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3.3 Abschnitt 11l: SASH1 als genetischer Biomarker sowie Erweiterung um tumorinfiltrie-
rende T-Lymphozyten zur Vorhersage rekurrenter Metastasen im Stadium Il humaner

Kolonkarzinome

Ein Teil dieser Arbeit befasst sich mit den prognostischen und pradiktiven Vorhersagewerten ge-
netischer und immunologischer Biomarker in einem Kollektiv von Patientinnen mit Kolonkarzi-
nom. Der Fokus liegt dabei im Wesentlichen auf den Untersuchungen zu tumorinfiltrierenden
CD3- und CD8-positiven T-Lymphozyten (TIL), sowie methodischen Aspekten und in Teilen auch
der statistischen Auswertung der erhobenen Daten. Die folgenden Ausfihrungen konzentrieren
sich demnach auf den immunologischen Aspekt, wobei zum besseren Verstandnis und aus Grin-
den der Vollstandigkeit auch Gesichtspunkte erlautert werden, die nicht originar im Rahmen die-
ser Arbeit entstanden sind und sich beispielsweise auf genetische Biomarker beziehen. Diese

Teile werden jedoch als solche gekennzeichnet.

3.3.1 Patientinnenkollektiv

Insgesamt wurden 84 Patientinnen des UICC-Stadiums Il mit vollstandiger Resektion (R0) eines
Karzinoms des Kolons aus zwei unabhangigen klinischen Zentren eingeschlossen (Klinikum
rechts der Isar, Darmzentrum Marienhospital Vechta; Tabelle 3.3.1), wobei der Anteil an Frauen
36% betrug. Der Altersmedian lag bei 67 Jahren. Die Entitat der rektalen Karzinome unterschei-
det sich in der Prognose und der Art der Therapie von den Kolonkarzinomen, sodass erstere
bewusst ausgeschlossen wurden, um mogliche Verzerrungen in der Prognose zu vermeiden. In
der histologischen Untersuchung ist das Adenokarzinom mit 89% der am haufigsten diagnosti-
Zierte Subtyp. Die Nachbeobachtungszeit der Patientinnen nach der Tumorresektion betrug im
Median 9,5 Jahre. In diesem Zeitraum entwickelten 37 Patientinnen (44%) im Median von 17
Monaten eine oder mehrere metachrone Fernmetastasen, also eine Metastase, welche zum Zeit-
punkt der Diagnose oder operativen Therapie noch nicht manifest war. Tumorbedingt starben 33
Patientinnen (39%) nach einem Median von 112 Monaten. Das 5-Jahrestberleben ohne Auftre-
ten einer Fernmetastase betrug 52 + 6%. Ein Indikator fur das Risiko an einer Fernmetastase zu
erkranken ist mit dem Status der befallenen Lymphknoten hoch signifikant assoziiert (p = 0,002),
wohingegen das Tumorstadium das Signifikanzniveau knapp verfehlt (p = 0,054). Von den ein-
geschlossenen Patientlnnen erhielten 27 (32%) eine 5-Fluorouracil (5-FU) basierte adjuvante

Therapie.
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Alle Patientinnen Auftreten einer Metastase
n =84 |(100%) |Metastase | Metastase |p-Wert
(n=37) (44%) Metastase
Geschlecht Weiblich 30 36% |12 40%
Méannlich 54 64% | 25 46% 0578
- - 0,
g\iletlir) (Jahre, Me 67 (35-86) 37 44% 0,428
Histologie Adenokarzinom |75 89% | 34 46%
Muzin6ses 7 9% |1 14%
Adenokarzinom 0,076
Siegelringzell- |2 2% |2 100%
karzinom
Grading G1-2 48 57% |18 38% 0,163
G314 36 43% |19 53%
Tumorausdehnung |T1 0% |0 0%
(pT) T2 7% |4 67%
T3 57 68% | 20 35% 0054
T4 21 25% |13 62%
Nodalstatus N1 58 69% | 19 33%
(PN) N2 26 31% |18 soos| 0%
Lymphgefali- LO 57 68% | 25 44%
invasion L+ 27 32% |12 sacp| 9%
Angioinvasion VO 79 94% | 34 43%
V+ 5 6% |3 60% 0,459
Adjuvante Chemo- |Keine 41 49% | 16 39%
therapie 5-FU alleine 27 32% |12 44%| 0,500
Andere 16 19% |9 56%
Uberlebensstatus | Uberlebt 31 37% |2 6%
Tumorbedingter | 33 39% | 33 100%
Tod <0,001
Kein tumorbe- |20 24% |2 10%
dingter Tod
Auftreten meta- Keine a7 56% |0 0%
chroner Fernmeta- |Metastase
stasen Metachrone 37 44% | 37 100% '
Fernmetastase

Tabelle 8: Eingeschlossene Patientinnen mit Kolonkarzinomen des UICC Stadiums lll. (t-Test; n = 84;

p-Werte siehe Tabelle)

75

Das Strukturprotein SASH1 in der Tumorsuppression und der Pigmentierung

— eine Naherung von der Maus zum Menschen




3.3.2 Tumorinfiltrierende CD3- und CD8-positive T-Lymphozyten als prognostische und pradik-

tive Biomarker in humanen Kolonkarzinomen des UICC-Stadiums Il

Zur Bestimmung der Anzahl der tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten (TIL) wurden
Gewebeschnitte der Kolonkarzinome des oben beschriebenen Kollektivs mittels spezifischen
Antikérpern, die entweder das Oberflachenmolekil CD3 (Abbildung 22 B) oder CD8 (Abbildung
22 C) erkennen, und deren korrespondierenden Fluoreszenz-markierten Sekundarantikérpern
gefarbt und fur die Mikroskopie aufbereitet. Als Kontrolle und fir eine optimale Beurteilung der
TIL erfolgte zusatzlich eine DNA-Farbung mittels des fluoreszierenden Interkalanz DAPI
(Abbildung 22 A). Es sollte ein moglichst grolRes und reprasentatives Feld der gefarbten
Kolonkarzinome erfasst werden, sodass mithilfe der Software AxioVision (Zeiss) und eines
Fluoreszenzmikroskops Axiovert 200M (Zeiss) ein Mosaik bestehend aus 36 benachbarten
Einzelaufnahmen und einer Gesamtflache von 1,22 mm? erstellt wurde. Mit dieser Methode
konnten insgesamt 77 der 84 eingeschlossenen Patientinnen untersucht werden, wobei im
Rahmen dieser Arbeit je drei Mosaike von 39 Gewebeschnitten mikroskopiert und CD3-positive
Zellen (Abbildung 22, gestrichelter Pfeil) sowie CD8-positive Zellen (Abbildung 22,
durchgezogener Pfeil) manuell unter Verwendung der Software AxioVision (Zeiss) ausgezahlt
wurden. Die erhobenen Daten wurden mit denen von Sabine Bauer zusammengefihrt, die
ihrerseits im Rahmen ihrer Masterarbeit 38 Gewebeproben auf die gleiche Weise untersuchte,
sodass schlussendlich die Gewebeschnitte von 77 Patientinnen in die Beurteilung der TIL
einflieRen konnten. In der Zusammenschau der Daten konnten (korrigiert um den Flachenfaktor
1,22) jeweils im Median 208 (53-570) CD3-positive Zellen pro mmz2 und 86 (11-396) CD8-positive

Zellen pro mm?2 beobachtet werden, die hier vereinfacht als T-Lymphozyten angesehen werden.
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Abbildung 22: Mosaik aus 36 Aufnahmen zur Quantifizierung tumorinfiltrierender T-Lymphozyten
in Kolonkarzinomen. Gewebeschnitte der Kolonkarzinome wurden hinsichtlich der T-Lymphozytenmarker
CD3 und CD8 gefarbt. (A) Zellkernfarbung DAPI (blau) (Mafl3stab = 20 um). (B) CD3 (rot) (MaRstab =
20 um). (C) CD8 (griin) (MaRstab = 20 um). (D) Uberlagerung von A-C (MaRstab = 20 um). (E) Resultie-
rendes Mosaik. WeilRe Umrandung entspricht A-D.
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Die Anzahl der TIL wurde mit dem tumorfreien Uberleben der Patientinnen assoziiert und so das
Uberleben ohne metachrone Fernmetastase bei den Uberlebenszeitanalysen als primarer
Endpunkt gesetzt. Die Anzahl CD3-positiver TIL ist in den Kaplan-Meier-Analysen nicht signifikant
mit dem Auftreten einer metachronen Fernmetastase assoziiert (Abbildung 23 A). Ausgehend
von den Analysen der Grenzwerte werden 22 von insgesamt 77 Proben zur Gruppe mit einer
geringen Anzahl CD8-positiver TIL zugeordnet. Dabei korreliert das Risiko, eine metachrone
Fernmetastase zu entwickeln, signifikant mit einer geringen Anzahl CD8-positiver TIL (Abbildung
23 B). Auch bei Patientinnen mit einer onkogenen Mutation im Exon 2 von KRAS ist ein signifikant
erhohtes Risiko einer Fernmetastase festzustellen (Abbildung 23 D). Wahrend onkogene KRAS-
Mutationen und die Anzahl von TIL bereits in anderen Arbeiten auf ihre prognostische Eignung
untersucht wurden, lag hier ein besonderer Fokus auf SASH1 als moglicher Biomarker.
Interessanterweise zeigt sich bei den Metastasen-freien Uberlebenszeitanalysen eine Gruppe an
Patientinnen mit hoher SASH1-Expression, die ein signifikant hoheres Risiko fir Fernmetastasen
im Verlauf des Beobachtungszeitraums aufweisen (Abbildung 23 C). Dabei ist in den
untersuchten Gewebeproben des Kollektivs die SASH1-Expression auf mRNA-Ebene im

Vergleich zum Normalgewebe signifikant reduziert [22].
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Abbildung 23: Risiko einer Fernmetastase unter Berlicksichtigung immunologischer und geneti-
scher Marker. Die Kaplan-Meier-Analysen wurden mithilfe von Dr. Dr. Ulrich Nitsche (Technische Univer-
sitat Minchen) erstellt. (A-B) Einfluss der Anzahl CD3- (A) oder CD8- (B) positiver T-Lymphozyten auf das
Risiko, eine metachrone Fernmetastase zu entwickeln (Log-rank Test; n = 77; p = 0,0995 (A), p = 0,007
(B)). (C-D) Einfluss der Expression von SASH1 (C) und Mutationsstatus des Onkogens KRAS (D) auf das
Risiko, eine metachrone Fernmetastase zu entwickeln (Log-rank Test; n = 63-64; p = 0,016 (C), p = 0,015

(D).
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Die in den Kaplan-Meier-Kurven beobachteten Assoziationen zwischen genetischen und
immunologischen Biomarkern und dem Auftreten von metachronen Fernmetastasen wurde in
einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse auf deren prognostischen Vorhersagewert hin
untersucht (Tabelle 9). Auch hier stellt eine hohe Anzahl CD8-positiver TIL einen signifikant
positiven prognostischen Effekt dar, ein mutierter onkogener KRAS-Status bedeutet hingegen
einen signifikant negativen prognostischen Vorhersagewert fir das Auftreten einer
Fernmetastase. Die CD3-Zellzahl und die SASH1-Expression zeigen in der untersuchten Kohorte

dagegen keinen prognostischen Zusammenhang beziiglich des Auftretens einer metachronen

Fernmetastase.
p-Wert Hazard Ratio 95%-Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze
CD3 0,109 1,01 0,99 1,01
CD8 0,009 0,99 0,97 0,99
SASH1 (0,103 3,01 0,80 11,31
KRAS 0,008 3,21 1,36 7,59

Tabelle 9: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zur Bestimmung des
prognhostischen Vorhersagewerts der untersuchten Marker.

Mit diesen Analysen kann die prognostische Relevanz der Biomarker KRAS sowie von CD8-
positiven TIL im untersuchten Kollektiv fir das Risiko metachroner Fernmetastasen unterstrichen
werden. Es ist jedoch weiterhin von klinischem Interesse, ob diese Biomarker auch einen
pradiktiven Charakter aufweisen, sodass der Erfolg einer antitumoralen Therapie abgeschatzt
werden kann. Das Zytostatikum 5-Fluorouracil (5-FU) wird seit Jahrzehnten bestandig, haufig
jedoch in Kombination mit verschiedenen weiteren Therapeutika, verwendet, sodass aus
Grinden der Vergleichbarkeit der pradiktive Wert von TIL auf das Risiko flr metachrone
Fernmetastasen nach einer adjuvanten 5-FU Monotherapie untersucht wurde. In den Analysen
genetischer Marker — durchgefuhrt von Mitgliedern der Arbeitsgruppe — zeigte allein die
Expression von Osteopontin (OPN) als Surrogat fur eine Aktivierung des WNT-Signalwegs einen
pradiktiven Aussagewert fiir das Metastasen-freie Uberleben (Abbildung S 5).
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Abbildung 24: Pradiktiver Wert der immunologischen Marker fir das Entstehen einer Fernmeta-
stase nach 5-FU Monotherapie. Statistische Analysen wurden durchgefiihrt von Dr. Dr. Nitsche (Techni-
sche Universitét Minchen). (A) Einfluss CD3-positiver T-Lymphozyten auf das Entstehen einer metachro-
nen Fernmetastase (Log-rank Test; n = 20; p = 0,142). (B) Einfluss CD8-positiver T-Lymphozyten auf das
Entstehen einer metachronen Fernmetastase (Log-rank Test; n = 25; p = 0,043).

Der Fokus in der vorliegenden Arbeit lag vor allem auf den TIL und deren pradiktiven Wert. Unter
den eingeschlossenen Patientinnen dieses Kollektivs erhielten 27 eine adjuvante Monotherapie
mit 5-FU, eine Erhebung der TIL war aber lediglich fir n = 20 untersuchte Proben fir CD3,
beziehungsweise n = 25 Proben fiir den Marker CD8 moglich. Erneut zeigt sich fur die CD3-
positiven TIL keine signifikante pradiktive Aussagekraft flir das Entwickeln einer zeitversetzten
Fernmetastase nach Therapieende (Abbildung 24 A). Allerdings ging eine niedrige Zahl CD8-
positiver TIL mit einem signifikant héheren Risiko einher, in den Jahren nach einer adjuvanten

5-FU Monotherapie an einer metachronen Fernmetastase zu erkranken (Abbildung 24 B).
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4. Diskussion

4.1 Das Sash1-defiziente Mausmodell und sein Tumorphanotyp als Chance fur transla-

tionale Analysen

Der Verlust der Genregion des Chromosoms 6q24.3, in der sich auch das humane SASH1 befin-
det, wurde schon frith mit der Entstehung verschiedener Krebsentitaten in Verbindung gebracht,
wie etwa des kolorektalen Karzinoms, B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphoms, Eierstockkrebs, Prostata-
krebs, endokriner Tumore der Bauchspeicheldriise oder des Zervixkarzinoms [137-139, 145-
147]. Schlief3lich wurde 2003 der genomische Verlust oder eine geringere Expression von SASH1
mit einer schlechteren Uberlebensrate und einer erhdhten TumorgréRe von Brustkrebspatientin-
nen assoziiert, sodass SASH1 fortan als potenzieller Tumorsuppressor angesehen wurde [6].
Seitdem wurde ein SASH1-Mangel in verschiedenen Tumorarten beobachtet, wie etwa in Dick-
darm- und Magenkrebs, Gliomen und Osteosarkomen, Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und
Halses sowie nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen [7, 10, 20, 21, 132, 148]. Das humane
SASH1 besteht aus 1247 Aminosauren, ist damit das grof3te Mitglied der SLy-Proteinfamilie und
zeigt mit 85% Homologie zwischen Maus und Mensch eine hohe Konservierung zwischen den
Spezies [1]. Nicht zuletzt aufgrund dieser hohen Ubereinstimmung erscheint ein Sash1-defizien-
tes Mausmodell zur Klarung der physiologischen Funktion und der Rolle von SASH1 in patholo-
gischen Vorgangen im Menschen interessant. Auch andere Gruppen naherten sich mittels eines
Mausmodells bereits der Rolle von Sashl. Beispielsweise erstellte eine chinesische Arbeits-
gruppe im Kontext der Pigmentierung ein heterozygotes Knock-in-Mausmodell, welches die be-
kannte menschliche Punktmutation Y551D unter Kontrolle des murinen Sash1-Genlokus expri-
miert und so ein chimares SASH1-Sash1-Exon erzeugt [53]. Dieser Ansatz soll spater in Zusam-
menschau mit anderen Ergebnissen erlautert werden.

In Abgrenzung dazu und in einer ahnlichen Vorgehensweise zum hier beschriebenen
Sash1ROSAFARY_Mausmodell wahlte eine kanadische Arbeitsgruppe ebenfalls ein Gene Trap Ver-
fahren. In den Sashl-Lokus wurde der Vektor pGTOLcfT2, bestehend aus den Sequenzen fir
den Homoobox Transkriptionsfaktor Engrailed 2 (En2), einem SpleiRakzeptor, einer fgeo-Do-
mane und einer Polyadenylierungssequenz, unter Kontrolle des endogenen Sashl-Promotors
eingefugt. Im Gegensatz zum Sash1ROSAFARY_Mausmodell findet sich diese Insertion im Intron 14
von Sashl, sodass laut den Autoren ein Sashl-LacZ-Fusionsprotein mit der Sequenz der ersten
14 Sash1-Exons translatiert wird. Anhand dieses Mausmodells wurde die Sash1-Gewebsexpres-
sion untersucht und ausgehend von einer starken Expression in mikrovaskularen Endothelien die
Rolle von SASH1 im endothelialen TLR4-Signalweg analysiert. In dieser Studie wurden nur he-
terozygote Sash1l-Gene Trap Mause prasentiert und es wurde erwahnt, dass homozygot mutierte

Mause eine perinatale Letalitat zeigen. [149]
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Dieser Phanotyp wurde von derselben Arbeitsgruppe in einer weiteren Studie naher beleuchtet,
wonach homozygote Sash1-defiziente Mause eine verzdgerte Reifung von Alveolarepithelzellen
und damit eine verminderte Surfactant-assoziierte Proteinsynthese besitzen [150]. Uber eine Be-
eintrachtigung eines mutmallich von Sashl induzierten Signalweges, der tUber B-Arrestinl, die
Kinasen PI3K und Akt sowie den eNOS-Signalweg fihrt, verursacht ein Surfactant-Mangel dann
in homozygot Sashl-mutierten Mausen in allen Fallen postnatal Zyanose, Atemstérungen und
schlussendlich den Tod der Jungtiere [150]. Weiterhin zeigen homozygot-mutierte Mause dem-
zufolge perinatal ein signifikant geringeres Gewicht als Wurfgeschwister (Wildtyp und heterozy-
got), die Sashl-Allele werden in diesem Mausmodell gem&l den Mendelschen Regeln vererbt
[150].

Zur Untermauerung der Ergebnisse erstellten die Autoren ein konditionales Mausmodell unter
Nutzung des Cre/loxP-Systems, indem die Sashl Exons 3 und 4 mit loxP-Stellen versehen und
die resultierenden Sash1"-Mause mit einem endothelspezifischen Cre-Mausmodell (VEC-Cre)
gekreuzt wurden. Ein ebenso eingefugtes Stopcodon in Exon 5 sollte nunmehr die residuale
Sashl-Expression verhindern. In beiden Mausmodellen sind die mRNA-Level wichtiger
Surfactant-assoziierter Proteine in einem spaten Stadium der fetalen Entwicklung signifikant re-
duziert. Die Autoren lassen jedoch unerwahnt, ob auch die Mause des Cre/floxP-Systems nach
der Geburt aufgrund von Atemnot sterben. [150]

Offenbar setzten die Autoren eine funktionelle Sashl1-Defizienz in den eingesetzten Gene Trap
Modellen als gegeben voraus, da in keiner der Publikationen der Erfolg des Gene Trap Ansatzes
auf mRNA- oder Proteinebene kontrolliert oder eine mdgliche Sashl-Restexpression (weder des
N-terminalen noch des C-terminalen Teils) gezeigt wird. Lediglich eine Expression des LacZ-
Fusionsproteins wird mittels der B-Galactosidase-Farbung nachgewiesen, sodass sehr wahr-
scheinlich ein trunkiertes Fusionsprotein mit den ersten 14 Sash1-Exons ohne die funktionellen
SH3-und SAM-Domanen exprimiert wird [149]. Allerdings bleibt die N-terminale Kernlokalisie-
rungssequenz weiterhin erhalten und in Experimenten mit humanen C-terminalen SASH1-Dele-
tionsprodukten konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass diese im Zellkern akkumu-
lieren [4]. Daher ware eine negativ-dominante Wirkung des trunkierten murinen Sash1 moglich,
welches die Funktion im Zytoplasma als Geriistprotein nicht mehr physiologisch erfillen kann, da
es in Fusion mit der B-Galaktosidase ausgepragt wird und somit grundlegende zelltypspezifische
Mechanismen Uber ein kinstliches MalR3 hinaus beeintrachtigt.

In dieser Arbeit wie auch in Vorarbeiten zum Sash1ROSAFARY_Mausmodell wurde der Erfolg des
Gene Trap genau Uberpruft. Grund dafir ist die Méglichkeit, dass durch Spleil3vorgange um die
Insertion herum ein Wildtyp-Transkript des endogenen Gens erzeugt wird [151]. Nach Erhalt der
ersten mutierten Mause wurde der Sash1-Lokus auch durch Sanger-Sequenzierung der genomi-

schen DNA untersucht und die Lage des Gene Traps zwischen Exon 2 und 3 prazise bestatigt.
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Auch wenn in den durchgefuhrten gPCR-Experimenten weiterer Generationen die Sash1-Expres-
sion auf MRNA-Ebene in den verschiedenen Geweben der heterozygoten und homozygoten
Sash1ROSAFARY_Mause signifikant reduziert ist, findet man in manchen Proben noch eine sehr ge-
ringe Restexpression, die zwar auf Kontamination zuriickzufihren sein kénnte, aber auch auf
eine nicht vollstandige Funktion der Gene Trap Kassette. Die héchste Expression von Sashl in
Mausen wurde im Gehirn nachgewiesen. Daher eignet sich die RT-PCR von Gehirnproben von
Wildtyp-Tieren im Vergleich zu homozygoten Sash1ROSAFARY_Mausen, um die Lage des Gene
Trap Vektors in verschiedenen Generationen des Mausmodells zu kontrollieren und dabei ein
alternatives Spleif3en auszuschlief3en. In den Lysaten der homozygot mutierten M&use sind keine
PCR-Produkte des Wildtyp-Allels nachweisbar, sodass die korrekte Lage der Genkassette wei-
terhin anzunehmen ist. Ein alternatives Spleil3en und ein daraus resultierendes Wildtyp-Produkt
kann dabei weitgehend ausgeschlossen werden oder dieses liegt zumindest deutlich unter der
Nachweisgrenze, die die RT-PCR bietet. Der spéter durch eine Kreuzung mit Flippase-Deleter-
Mausen geschaffene Genotyp der Sash1RFAHyaromycin_Mayuse senkt die Wahrscheinlichkeit alterna-
tiver Fusionsprodukte weiter, da der exogene PGK-Promotor des Vektors dauerhaft entfernt
wurde. Der Erfolg des Sash1-Knockouts sollte auch auf Proteinebene aufgezeigt werden, jedoch
scheiterten Antikorper-vermittelte Nachweismethoden aufgrund des Fehlens geeigneter Antikdr-
per gegen das murine Sashl. Aufgrund dessen wurde mit der Massenspektrometrie eine sehr
sensitive und labelfreie Methode gewahlt. Aus Voruntersuchungen war bereits eine vergleichs-
weise niedrige Abundanz von Sashl auf Proteinebene bekannt, sodass zur Bestimmung des
Proteoms die einzelnen Peptide durch eine Vorfraktionierung aufkonzentriert wurden, wobei sich
aufgrund des technischen Aufwands die Zahl an biologischen Replikaten der beiden Genotypen
auf n = 3 reduzierte [128, 129]. Die Expression von Sashl auf Proteinebene wurde wie auch in
den Experimenten mit cDNA (RT-PCR) beziehungsweise mRNA (qPCR) anhand von Gehirnly-
saten durchgeflihrt, sodass die Ergebnisse untereinander gut vergleichbar sein sollten. Interes-
santerweise ist in den Kontrollen 1,51-fach mehr Sash1 als in den Lysaten der Sash1ROSAFARY.
Méuse zu detektieren, woraus sich ein signifikanter Unterschied ergibt. Allerdings wurden dem-
zufolge in Sash1ROSAFARY Tieren Sash1-Peptide identifiziert, darunter auch Peptide im C-termina-
len Teil des Proteins, die in 3'-Richtung der Gene Trap Kassette liegen und deren Auspragung
inhibiert sein sollte. Die niedrigen oder fehlenden Sash1-mRNA-Level in den gPCR-Experimen-
ten scheinen somit nur bedingt im Einklang mit der Massenspektrometrie zu stehen. Die verwen-
deten Primer binden im 5°-Teil des Sash1-Transkripts, der fir den N-terminalen Anteil von Sashl
kodiert. Allerdings besteht keine lineare Korrelation von mRNA-Leveln und der Menge an trans-
latiertem Protein, da sich beispielsweise transkriptionale und (post-)translationale Prozesse dif-
ferentiell auswirken kénnen [152]. Weiterhin kann die Anzahl an mRNA-Kopien in Mausen bis zu
10.000-fach niedriger liegen als die korrespondierende Proteinexpression dies erwarten lieRe

[153]. Hier konnte die Methode der RNA-seq Abhilfe schaffen, da so Isoformen und unterschied-
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liche Exon-Nutzung besser quantifiziert werden kénnen, was zu besseren Modellen des tatsach-
lichen Transkripts fuhrt, das einem bestimmten Protein zugrunde liegt [152]. Andererseits belegt
die Analyse auf Protein-Niveau, dass in dem hier verwendeten Gene Trap Modell eine gewisse,
obgleich signifikant reduzierte Sashl-Expression vorliegt, die dennoch ausreicht, um einen star-
ken Phéanotyp zu induzieren.

Interessant ist ohnehin, dass eine beeintrachtigte, wenn auch nicht véllig fehlende Sash1-Expres-
sion in zwei &hnlichen gentechnischen Verfahren jeweils verschiedene Phanotypen hervorbringt.
Homozygote Mause der kanadischen Arbeitsgruppe sterben perinatal aufgrund eines Surfactant-
Mangels [153], wohingegen sich in den Sash1ROSAFARY_Mausen je nach Hintergrund des Maus-
stamms entweder ein Hypopigmentierungsphanotyp (C57BI/N6) oder spontane Neoplasien in
verschiedenen Organen (Sv129) zeigen. Ausgehend von diesen Beobachtungen und den nach-
gewiesenen Sashl-Peptiden in den Proben der Sashl1ROSAFARY_MZuse, konnte eine komplette
Sashl-Defizienz tatsachlich nicht mit dem Leben vereinbar sein.

Auffallig ist zudem, dass der genetische Hintergrund von C57BI/6N-Mausen kein weiteres nen-
nenswertes neoplastisches Geschehen mehr zulasst. Wie oben beschrieben ist die Riickkreu-
zung des genetischen Modells von Sv129- auf C57BI/6N-M&ause weit verbreitet und tblich — nicht
zuletzt deswegen sollte die Riuckkreuzung die Ergebnisse vergleichbarer machen. Die fehlende
Auspragung des Tumorphanotyps stellt dahingehend jedoch eine Limitation dar, auch wenn ahn-
liche Effekte schon flir andere Pathologien vor anderen genetischen Hintergriinden der Mausmo-
delle beobachtet wurden, wie etwa in Modellen zur Dystonie oder Neuralrohrdefekten, aber auch
in Modellen von kolorektalen Karzinomen und Leuké&mie [154-157]. Noch offensichtlicher wurde
dies bei Studien, die — ahnlich dieser Arbeit — eine héhere Tumorpenetranz vor der Riickkreuzung
eines Mausmodells von Sv129- auf den C57BI/6N-Hintergrund feststellen mussten [158, 159].
Auch speziell hinsichtlich pulmonaler Neoplasien ist eine verringerte Tumoranfalligkeit von Mau-
sen mit dem C57BI/6-Hintergrund vorbeschrieben, die auf gewisse Maus-Lungenkrebs-Suszep-
tibilitats-Loci wie etwa den Pulmonary adenoma susceptibility 1 (Pasl) zurtckgefiihrt werden
kann [160, 161]. In heterozygoten und homozygoten Sashl1ROSAFARY_Mausen ist die Sash1-Ex-
pression auf MRNA-Ebene gleichermalRen reduziert und in den ersten Generationen der hetero-
zygoten Sv129-Mause zeigt sich der oben beschriebene pro-onkogene Phénotyp, sodass in Zu-
sammenschau dieser Erkenntnisse von einer Haploinsuffizienz fur das Sashl1-Allel gesprochen
werden kann [162]. Selbst wenn in heterozygoten Mausen ein weiteres nicht mutiertes Sash1-
Allel vorhanden wére, kann dies augenscheinlich nicht die fehlende Expression des mutierten
Allels kompensieren oder physiologische Level von Sash1-mRNA produzieren.

Im Gegensatz zum Modell der kanadischen Arbeitsgruppe zeigen heterozygote wie auch
homozygote Sash1ROSAFARY_Mause einen lebensfahigen Phanotyp und weisen Nachkommen
gema&R den Mendelschen Regeln auf. Es wurden keine Anzeichen von Blindheit oder

abnormalem Verhalten beobachtet. Auch die Gewichtsentwicklung der Mause lber die Monate
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hinweg zeigt keine signifikanten Verédnderungen, die auf einen gestdrten Stoffwechsel im
Besonderen oder eine beeintrachtigte Entwicklung der Mause im Allgemeinen hindeuten wirden.
Allerdings kann ein deutlicher Zusammenhang zwischen einer Sash1-Defizienz und der Entwick-
lung verschiedener Tumorentitdten anhand des Gene Trap Mausmodells hier erstmals nachge-
wiesen werden, da zwischen dem Sash1ROSAFARY.Genotyp und der Tumorentstehung ein signifi-
kanter Zusammenhang besteht. Stratifiziert man die Mause gemanR deren Genotyp und Phanotyp
bei Tumorentdeckung, zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang, der mdglicherweise
darauf schlie3en lasst, dass eine aberrante Sash1-Expression erst im Lauf der Zeit durch ein pro-
onkogenes Ungleichgewicht zu tumordsen Neoplasien fuhrt. Eine &hnlich starke Penetranz die-
ser Keimbahnmutation wie etwa in Apc“"*-Mausen, die aufgrund von Neoplasien im Dinn- und
Dickdarm nur ein Uberleben von etwa vier bis finf Monaten zeigen, ist fir eine Sash1-Defizienz
nicht beobachtbar [163].

Auch wenn die Stratifizierung von Geschlecht und Genotyp keine signifikanten Ergebnisse liefert,
hatten weibliche Mause nach dem Verlust von Sash1 ein tendenziell h6heres Risiko, einen Tumor
zu entwickeln, als deren mannliche Wurfgeschwister. Betrachtet man das mittlere Alter der Tu-
morentdeckung zwischen den beiden Geschlechtern, so traten bei Weibchen im Durchschnitt vier
Monate friher Tumore auf als bei Mannchen. Ob diese Beobachtungen auch fir humane Tumo-
rentitaten zutreffen, sollte in einer translationalen Analyse mithilfe der cBioPortal Datenbank un-
tersucht werden; demnach stammen die Mehrzahl der Tumorproben mit einer SASH1-Deletion
von Frauen. Warum jedoch vor allem Frauen haufiger eine Deletion im SASH1-Lokus aufweisen,
bleibt weiter unklar. Stabilisierende Effekte des fehlenden Y-Chromosoms kommen gleicherma-
Ben in Betracht wie etwa die mogliche Reaktivierung von ansonsten stillgelegten X-Chromoso-
men [164, 165], obgleich M. Dorak und E. Karpuzoglu festhalten, dass die geschlechtsspezifische
Assoziation einer genetischen Variante nicht zwangslaufig von deren genomischen Position (der
Gonosomen) abhéngt, da laut deren Meta-Analyse die Mehrheit der Gene mit geschlechtsspezi-
fischer Expression Autosomen betrifft [166]. In Riickschau auf das Sash1ROSAFARY.Mausmodell,
welches pathophysiologisch einer Sash1-Deletion &hnelt, konnte das bedeuten, dass das ver-
mehrte Auftreten tumordser Neoplasien nicht allein auf die kleine Stichprobengrol3e zurtickzufiih-
ren ist. Daraus kénnte gefolgert werden, dass der weibliche Genotyp die Haploinsuffizienz des
Tumorsuppressorgens Sashl in weiblichen Mausen aggraviert. Inwiefern chromosomale oder
hormonelle Unterschiede zwischen den Geschlechtern Einfluss auf diesen Effekt haben und ob
dieser Schluss womdoglich auch fur den Menschen glltig ist, bedarf weiterer Forschung. Zusam-
mengefasst belegt das hier beschriebene Sash1R°SAFARY-Mausmodell die Rolle von SASH1 als
Tumorsuppressor in vivo, in unterschiedlichen Organtypen und Geweben (Manuskript zur Verof-

fentlichung in Vorbereitung).
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4.2 Einfluss von SASH1 auf die Pigmentierung durch Beeintrachtigung des interzellula-

ren Melanintransfers

Der Hauptteil dieser experimentellen Arbeit hat sich auf den Zusammenhang von SASH1 und der
Pigmentierung des Menschen wie auch des Sash1R2%-Mausmodells konzentriert. Zwar wird bei
den Mausen durch die Ruckkreuzung auf den C57BI/N6-Hintergrund der Tumorph&anotyp
unterdruickt, jedoch stellte sich eine hypopigmentierte, graue Fellfarbe der Sash1R*2"-Mause ein,
welche streng mit dem Genotyp der Mause korreliert. Hier ist anzumerken, dass der Phanotyp
der grauen Fellfarbe auch schon vor der Kreuzung mit FLP-Deleter-Mausen zu beobachten war;
da fur die Fragestellung der Hypopigmentierung jedoch vor allem mit Mausen des Sash1RFAHY-
Genotyps gearbeitet wurde, wird zur Vereinfachung fur folgende Ausfiihrungen Sash1RFAW-Ge-
notyp stellvertretend verwendet. Dieser Phénotyp gewann dabei zunehmend an Interesse, da zur
selben Zeit weitere Arbeitsgruppen die Bedeutung von SASH1 und dessen Rolle in der
Pigmentierung erkannten. So wurden seitdem mehrere Fallberichte von Patientinnen
veroffentlicht, die ein lentigindses, also hyper- sowie hypopigmentiertes Hautbild prasentieren.
Diese Erscheinung kann jeweils auch unter den Begriffen Dyschromatosis Universalis Hereditaria
(DUH) sowie Dyschromatosis Symmetrica Hereditaria (DSH) zusammengefasst werden, wobei
das genetische Korrelat eine Mutation des SASH1-Lokus darstellt [40, 42, 43, 52, 167]. In einem
Fall einer homozygoten Missense-Mutation von SASH1 ist neben den Hautveranderungen auch
ein spinozellulares Karzinom beschrieben [47]. Zhou et al. griffen 2013 auf eine friher
vero6ffentlichte Studie zuriick, in der bereits zwei chinesische Familien mit DSH publiziert und der
Genlokus 6024.2-925.2 — in dem sich auch SASH1 befindet — als Ursache vermutet wurde [39,
168]. Auf die von dieser Arbeitsgruppe veroffentlichen Studien beziglich einer mechanistischen
Erklarung fur die Phanotypen der DSH und DUH soll im weiteren Verlauf des Kapitels im Kontext
der Ergebnisse dieser Arbeit ndher eingegangen werden. Interessanterweise finden sich die
verantwortlichen Punktmutationen in den veroffentlichten Individuen mit
Pigmentierungsstérungen zum Grof3teil im hochkonservierten Bereich von SASH1, der den drei
Proteinen der SLy-Familie gemeinsam ist; eine Beobachtung, die auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gemacht und zudem unabhangig verdffentlicht wurde [5, 44, 46]. Clements
et al. leiten daraus und aus eigenen spektroskopischen Experimenten den Entschluss ab, diesen
Bereich, der in SASH1 die Aminosauren 400-554 umfassen soll, definitorisch enger einzugrenzen
und als SPIDER (SLy Proteins Associated Disordered) Region zu benennen [46]. Im Gegensatz
zu den humanen Punktmutationen fuBt das Sash1ROSAFARY_Mausmodell auf einem Gene Trap und
somit auf einer funktionellen Deletion bzw. Reduktion von Sashl. Auch in der Haut von homozy-
goten Mausen ist die Sash1-Expression hoch signifikant reduziert, sodass in diesem Mausmodell
eine Kausalitdt zwischen Sashl-Expression und verédnderter Fellfarbe angenommen werden
kann. Um die Beobachtungen in vivo noch weiter vereinfachen zu kénnen, wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit ein in vitro Modell entworfen, indem durch das CRISPR/Cas9-System
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SASH1-defiziente Klone der humanen Melanomzelllinie MelJuSo erstellt wurden. Die Klone wur-
den auf vier wesentliche Mechanismen hin verglichen, die fir einen veranderten Pigmentierungs-
phanotyp verantwortlich sein kénnen: die Migration und Proliferation, die Melaninsynthese, der
Transport der Melanosomen und schlie3lich deren Exozytose [56, 57]. Es gilt natirlich zu beden-
ken, dass hier physiologische Prozesse von Melanozyten mithilfe einer Melanomzelllinie unter-
sucht werden. Der Vorteil dieser Vorgehensweise: Melanomzellen missen, anders als Melanozy-
ten, nicht mehr immortalisiert werden und eignen sich daher fur einen stabilen ,Knockout* und
vergleichbare Experimente Uber die Zeit hinweg. Dabei ist selbstversténdlich keine uneinge-
schrankte Ubertragung der Erkenntnisse auf die Priméarzellen moglich. Fur Primarkulturen wie
auch fur Zelllinien gilt jedoch gleichermal3en, dass sie unabhangig von deren natirlichem Milieu
und zellularem Umfeld — in diesem Fall maf3geblich Keratinozyten und extrazellulare Matrix der
Epidermis — betrachtet werden, mit welchem sie ansonsten interagieren wirden. [169]

Aus Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe im Kontext der Tumorbiologie, die mittlerweile fiir viele
verschiedene Zelltypen und Krebsentitaten bestatigt wurden, ist bereits ein erhdhtes proliferatives
und migratorisches Potential SASH1-defizienter Zellen bekannt [2, 4, 9-11, 14-16]. Jedoch konn-
ten mit der hier verwendeten Melanomzelllinie MelJuSo diese Ergebnisse interessanterweise
nicht bestatigt werden, da sich weder bezliglich der Proliferation, der 2D-Zellmigration, noch der
gerichteten Migration entlang eines Serumgradienten signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp
und SASH1-Knockout Zellen zeigen. Eine Verminderung der Migration respektive der Prolifera-
tion in den SASH1-defizienten Melanomzellen hatte die Hypothese gestitzt, Melanozyten bezie-
hungsweise Melanoblasten seien in deren Migration zum Zielort — der Basis von Haarfollikeln und
der Epidermis — oder in der dortigen Proliferation durch das Fehlen von SASH1 gehemmt. Die
Folge ware eine Hypopigmentierung durch eine Unterversorgung der umliegenden Zellverbénde.
Natdrlich ist hier der Einwand berechtigt, dass die Experimente mit immortalisierten Zellen einer
Melanomzelllinie und nicht mit unipotenten Melanoblasten durchgeftihrt wurden. Auch eine ge-
nauere Betrachtung der Migration von Melanoblasten aus der Neuralleiste in der embryonalen
Entwicklung wirde sicherlich interessante Einblicke liefern. Allerdings wurden diese Prozesse mit
dem durchgefiihrten genetischen Maus-Modell abgebildet und auch die Migration durch extrazel-
luldre Matrix Uberprift. Aufgrund der oben genannten Vorbefunde einer SASH1-Defizienz und in
Zusammenschau mit den histologischen Untersuchungen der Kooperationspartner erscheint ein
reduziertes migratorisches und proliferatives Verhalten in vivo unwahrscheinlich, da sich auch in
homozygoten Sashl-defizienten Mausen Melanozyten entlang der Basalmembran finden. Zhou
et al. kommen jedoch zu unterschiedlichen bis gegenteiligen Ergebnissen: sie untersuchten je
eine Patientln aus drei nicht blutsverwandten Familien, die von DSH betroffen sind und identifi-
Zierten je eine Punktmutation in SASHL1. Die Mutationen E509K, L515P und Y551D befinden sich
jeweils im evolutiondr konservierten, zentralen Bereich von SASH1, welcher den Proteinen der
SLy-Familie dhnelt, und haben nach immunhistochemischer Farbung der entsprechenden Haut-

schnitte mehr SASH1-positive Zellen in allen Schichten der Epidermis zur Folge. Da sich in den
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Hautschnitten von nicht betroffenen Individuen SASH1-positive Zellen vor allem entlang der Ba-
salmembran befinden, schlieen die Autoren darauf, dass SASH1 die Migration von Melanozyten
in die Epidermis reguliert und Betroffene mit der untersuchten Punktmutation daher hyperpigmen-
tierte Makula besitzen. Allerdings fehlt flr diese Konklusion der Nachweis: es wird kein Beleg
erbracht, dass es sich bei den SASH1-positiven Zellen in der Immunhistochemie auch um Mela-
nozyten handelt und ebenso keine Quantifizierung der gefarbten Zellen zwischen den Individuen
oder zwischen hyperpigmentierter und normal pigmentierter Haut der Betroffenen angegeben.
Dartber hinaus wurde in der Melanomzelllinie A375 durch eine retrovirale Transfektion eine
stabile Expression der punktmutierten SASH1-Konstrukte erzeugt, woraus eine erhéhte SASH1-
Expression und eine erhéhte Proteinstabilitat abgeleitet werden. Die Uberexpression in den stabi-
len Klonen hat eine erhéhte 2D-Migration, sowie eine erhdhte Migration durch die Poren eines
Zellkultur-Inserts zur Folge. Schlief3lich zeigt sich in den mutierten A375-Zellen eine erniedrigte
E-Cadherin-Expression, die durch eine Interaktion von SASH1 mit Gas und IQGAP1 vermittelt
und so die erhohte Migration der Melanozyten erklaren soll. [39] Theoretisch wére eine Reduzie-
rung von E-Cadherin durch eine funktionelle Beeintrachtigung von SASH1 madglich, auch wenn
ein anderer Mechanismus als wahrscheinlicher angesehen werden kann, wonach SASH1 durch
eine direkte Bindung an das Onkogen CRKL dieses inhibiert, die durch CRKL vermittelte Epithe-
lial-Mesenchymale-Transition hemmt und epitheliale Marker wie E-Cadherin verstarkt exprimiert
werden [4, 130]. Es sei erwahnt, dass Zhou et al. ihre Beobachtungen allerdings auch aus unter-
schiedlichen Pramissen ableiten. So wird bei deren Versuchen zum einen eine Melanomzelllinie
verwendet, in welcher SASH1 lberexprimiert ist. Zum anderen wurden Hautproben von Indivi-
duen mit SASH1-Punktmutationen histologisch aufgearbeitet. Damit stellen sich andere Voraus-
setzungen als in den hier verwendeten SASH1-Knockouts der humanen Melanomzelllinie Mel-
JuSo und des stark reduzierten bis abwesenden Sash1 in Sash1R"A"-Mausen dar.

Neben der Migration und Proliferation wurde auch die Melanogenese genauer betrachtet. Begon-
nen wurde mit dem wichtigsten Transkriptionsfaktor MITF, dessen Expression nach einem
SASH1-Knockout in MelJuSo-Zellen keine offensichtlichen Veranderungen in der Analyse der
Immunoblots zeigt. Hier muss nattirlich beriicksichtigt werden, dass die vorlaufigen Experimente
zur Bestimmung der MITF-Expression mit zwei verschiedenen Protokollen durchgefiihrt wurden,
weshalb sich hier auch die Bestimmung eines Signifikanzniveaus verbietet. In jeder der beiden
Analysen wurden dennoch vier Knockout-Klone gegen je eine Wildtyp-Kondition verglichen, so-
dass sich daraus zumindest eine gqualitative Beobachtung ableiten lasst. Allerdings unterscheidet
sich die Mitf-Expression auf mMRNA-Ebene in Hautproben von homozygoten Sash1RF2H-Mausen
nicht signifikant von deren Wildtyp-Wurfgeschwistern. Daher kann in der Zusammenschau der
Ergebnisse ein offensichtlicher Einfluss auf die Gesamtexpression des Transkriptionsfaktors Mitf
eher ausgeschlossen werden. Diese Erkenntnis steht in Widerspruch zu einer weiteren
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe von Zhou et al., die sich ebenfalls mit SASH1 und dessen

Auswirkung auf die Pigmentierung beschéftigt. Darin erstellte die Gruppe ein chiméres SASH1-
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Sash1-Knock-in BALB/c-Mausmodell, welches die humane SASH1-Punktmutation Y551D sowie
murines Sashl exprimiert. Wildtyp, heterozygote wie auch homozygote chimére Mause
exprimieren dabei das chiméare SASH1-Sash1-Produkt, ohne dabei einen beobachtbaren hyper-/
oder hypopigmentierten Phénotyp zu prasentieren. Interessanterweise zeigen homozygote
chimare Mause eine verminderte SASH1-Sash1-/ und Mitf-Expression, wohingegen sieben von
elf heterozygoten Mausen signifikant hohere Proteinlevel an SASH1/Sashl und Mitf besitzen als
deren Wildtyp-Wurfgeschwister, sodass die Autoren zum einen zu dem Schluss kommen, dass
Mitf von Sashl induziert wird und zum anderen SASH1 als Gerustprotein fur die Ansammlung
von Mitf im Zellkern fungiert und so die Melanogenese reguliert. [53] Diese Hypothesen konnten
mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Allerdings wurde auch
hier der Einfluss der SASH1-Expression auf den Transkriptionsfaktor MITF ndher beleuchtet und
in Experimenten mit Zellkernfraktionierung untersucht, ob der Zellkernimport von MITF nach
einem SASH1-Knockout in MelJuSo-Zellen beeintréchtigt ist. Trotz ~mehrmaligen
Wiederholungen mit verschiedenen Versuchsbedingungen und Protokollen sind Aussagen und
Schlussfolgerungen zur Translokation von MITF aus dem Zytosol in den Nucleus aus technischen
Grinden nicht uneingeschrankt maoglich, da in der Zellkern-Fraktion die Positivkontrolle Lamin-A
entweder nur schwach zu erkennen ist oder die Negativkontrolle B-Tubulin zu finden ist, was auf
Verunreinigung mit Zytosol schlielen lasst. Jedoch wurde die murine Mitf-Expression in
Hautproben der Sash1RF2HY-Mause sowie die Expression von Tyr, Tyrpl und Dct — wichtigen
Enzymen der Melanogenese — auf mRNA-Ebene untersucht und dabei keine signifikanten
Unterschiede zwischen Sashl-defizienten oder Wildtyp Geweben festgestellt. Dieser Vergleich
erfolgte auch zwischen den SASH1-defizienten Klonen und parentalen MelJuSo-Zellen, in denen
der Transkriptionsfaktor und dessen Zielgene TYR, TYRP1 und DCT so gering exprimiert waren,
dass ein Nachweis durch gPCR nicht méglich war (Daten nicht gezeigt). Dabei gilt zu bedenken,
dass MITF und die wichtigsten Enzyme der Melanogenese ohne eine hormonelle (aMSH) oder
physikalische (UVA-/UVB-Strahlung) Stimulation nur gering physiologisch exprimiert werden [82,
170]. Fur weitere Experimente sollte also eine Bestrahlung der Mause und anschlieRende
Gewebeproben oder eine aMSH-Stimulation der humanen Melanomzelllinie MelJuSo erwogen
werden.

Zhou et al. hingegen publizierten Ergebnisse, wonach eine erhohte SASH1-Expression stabiler
Klone, welche jeweils die oben genannten Punktmutationen des humanen SASH1 exprimieren,
zu einer erhdhten Expression von TYR, TYRP1, RAB27, und PMEL17 in den Melanomzelllinien
SKMel28 und NHEM fluhrt. Hier muss in Betracht gezogen werden, dass mutierte Varianten von
SASH1 ,Gain/Loss of function“ Effekte erzeugen kdnnten, die von den Auswirkungen einer
Gendefizienz des endogenen SASH1, wie sie in der vorliegenden Arbeit generiert wurde, deutlich
abweichen kdnnen. PMEL17 ist nach der enzymatischen Herstellung des Melanins fir die Rei-

fung der Melanosomen verantwortlich, wobei RAB27a eine wichtige Rolle im Melanosomentrans-
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port in den dendritischen Fortséatzen der Melanozyten einnimmt und sich aus Stérungen der bei-
den Proteine jeweils eigene Pigmentierungsphanotypen ableiten lassen [171, 172]. In den stabi-
len Klonen der SASH1-Uberexpression soll SASH1 durch eine Kaskade von p53-POMC-Gas-
SASH1 durch p53 induziert werden, wobei SASHL1 in einer Ruckkopplungsschleife wiederum p53
positiv stimuliert [50]. In einer weiteren Arbeit der Autoren soll der SASH1-vermittelte Effekt auf
die Melanogenese dargestellt werden: eine Assoziation von SASH1 mit MAP2K2-Kinasen erhdht
die Phosphorylierung der Kinasen ERK1 und ERK2 und schlie3lich des Transkriptionsfaktors
CREB, sodass die Enzyme TYR, TYRP1 und PMEL17 starker exprimiert werden [49]. Anders als
die Induktion der Melanogenese durch TP53 [173] sind die beschriebenen Zusammenhange die-
ser Arbeitsgruppe nicht unabhangig bestatigt und stimmen teilweise nicht mit den in der Literatur
beschriebenen Signalwegen tberein. So wird CREB beispielsweise durch PKA phosphoryliert,
welches dann den Transkriptionsfaktor MITF induziert, wahrend die Phosphorylierung von MITF
durch RAS-RAF-MEK-ERK-Kinasen stattfindet [82, 174]. In Versuchen mit p53-CRISPR/Cas9-
Knockout Klonen der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 konnte keine veranderte
SASH1-Expression nachgewiesen werden. Ebenso ist die Induktion von p53 durch SASH1 nicht
durch eigene experimentelle Daten zu belegen, da in SASH1-defizienten HCT116-Zellen kein
Zusammenhang mit TP53 und dessen Gensignaturen in der RNA-seq beobachtet wurden [17].

Trotz aller Einschrankungen ergibt sich in der vorliegenden Arbeit ein einheitliches Bild zwischen
humanen und murinen Proben, sodass ein SASH1-Verlust keinen Einfluss auf die Melanogenese,
deren wichtigsten Transkriptionsfaktor oder entscheidende Enzyme zu haben scheint. Vor allem
im direkten Vergleich der Melanomzellen MelJuSo mit deren CRISPR/Cas9-Knockout Klonen
wird dies deutlich, da die SASH1-defizienten Klone weiterhin in der Lage sind, sichtbares Melanin
in Form von intrazellularen Melanosomen zu produzieren. Bei ndherer Betrachtung findet sich
sogar mehr intrazellulares Melanin als in den Wildytp-Melanomzellen. Die beiden orthogonalen
Messmethoden, mit denen der Unterschied des Melaningehalts ermittelt wurde, haben zwar ihre
jeweiligen methodischen Fehler, erganzen sich im Umkehrschluss aber gut flir Aussagen der
Melanosomenkonzentration. Vorteilhaft an der digitalen Mikroskopie: die Auszahlungen lassen
sich zu spéteren Zeitpunkten an gespeicherten, hochaufgeldsten Bilddateien reproduzieren — wie
hier im Rahmen eines ,SASH1-Rescue“ Versuchs durchgefihrt. Im Falle von
Transfektionsexperimenten wie der GFP-markierten Re-Expression von SASH1 in MelJuSo-
Knockout Klonen lasst sich die Transfektionseffizienz sehr leicht bestimmen, sodass nur GFP-
positive und damit transfizierte Zellen in die Auswertung einflie3en. Dies fuhrt zu einer genaueren
Aussage Uber den Erfolg einer Re-Expression. Allerdings werden mit dieser Methode der
halbautomatischen Auszéhlung maoglicherweise andere Zellorganellen mitgezahlt und die Anzahl
der intrazellularen Melanosomen Uberschatzt, auch wenn dieser Fehler Kontrollklone
gleichermal3en betrifft. Beim biochemisch-photometrischen Ansatz besteht eine grof3ere
Fehleranfélligkeit der Messungen. Trotz der teilweise hohen Melanin-Ansammlung in den

SASH1-defizienten Klonen ist die Konzentration fir diese Methode zu gering und befindet sich
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im nicht-linearen Anfangsbereich der Standardgeraden, wodurch ein vorhandener Trend
relativiert werden kann. Deutlich wird dies in den oben gezeigten Messungen, in denen der Klon
S1-9 bei erhaltenem Trend zu einem hdéheren Melaningehalt keinen signifikanten Unterschied im
photometrischen Verfahren zu den Lysaten der Wildtyp-Zellen erkennen lasst. Allerdings zeigt
der Klon S1-9 in der Mikroskopie-basierten Auszéhlung der Melanosomen einen hdchst
signifikanten Unterschied.

Es bleibt allerdings die Frage, warum sich Uberhaupt eine Erh6hung des intrazellularen Melanins
nach einem SASH1-Verlust einstellt. Im Allgemeinen konnen dafir zwei wesentliche
Mechanismen verantwortlich sein: ein beeintrachtiger Transport der Melanosomen innerhalb der
Zellen oder eine gestorte Exozytose [91, 99, 175]. Die beiden Mechanismen greifen auch
ineinander und konnen teilweise nur schwer getrennt voneinander betrachtet werden. Eine
madgliche Beeintrachtigung des Melanosomentransports wurde durch die Zeitraffer-Mikroskopie
naher beleuchtet. Anders als in den Wildtyp-Zellen, in denen sich Melanosomen entlang
filamentoser Strukturen (Mikrotubuli-System) vom Zentrum der Zelle zu dessen Peripherie
bewegen, sind in den SASH1-Knockout Zellen neben mehrheitlich pendelnden Bewegungen
zwischen Zellpol und -zentrum auch immobile Vesikel ohne gréRere Lagednderung zu erkennen.
Hier finden sich seltener Melanosomen, die entlang von fibrillaren Strukturen zu den
Zellauslaufern ziehen. In anderen in vitro Modellen, in denen wichtige Transportproteine der
Melanozyten wie etwa Myosin-V oder Rab27a mutiert oder deletiert sind, zeigt sich zudem eine
charakteristische Morphologie, bei der sich Melanosomen zirkular um den Zellkern akkumulieren,
da ein Abtransport von dort in Richtung Zellauslaufer unterbunden ist [88, 172]. Evans et al.
schlagen ein Verstandnis fur den intrazellularen Transport vor, wonach die Verteilung der Mela-
nosomen durch das Gleichgewicht zweier Kréafte bestimmt wird: dem Mikrotubuli-abhangigen
zentripetalen Transport und dem Myosin-Va/dynamischen, Aktin-abhangigen zentrifugalen
Transport [91]. Da in den SASH1-Knockout Zellen weiterhin Melanosomen in zentripetaler wie
zentrifugaler Richtung transportiert werden (wenn auch weniger effizient als in Wildtyp-Zellen),
wurde die Hypothese verworfen, dass SASH1 einen Einfluss auf die Integritat und Funktionalitat
der Mikrotubuli als wichtigste Transportstruktur der Zellen haben kdnnte, obgleich einige der
SASH1-defizienten Zellen eine veranderte Struktur der Mikrotubuli prasentierten. Vielmehr wurde
diese Morphologie als Wirkung des erhohten Melanosomengehalts der Zellen betrachet und nicht
als deren Ursache. Die komplexen Mechanismen des Melanosomentransports entlang des
Zellgerusts aus Mikrotubuli und Aktinfilamenten kénnen mit diesen Experimenten nicht abgebildet
werden und wichtige zellbiologische Ablaufe wie etwa das Zusammenspiel molekularer Motoren
wie Dyneine, Kinesine oder Myosine werden nicht im Detail erfasst [90, 176].

Als einzige noch nicht ausgeschlossene Erklarungsmaglichkeit wurde der Fokus vielmehr auf das
Ausmal} der Exozytose von Melanosomen der SASH1-defizienten Melanomzellen gelegt, wobei
der intrazellulare Melaningehalt als Surrogat fir die Exozytosefahigkeit dient. Wie bereits erwahnt

sammeln sich nach einem SASH1-Knockout vermehrt Melanosomen in den MelJuSo-Zellen.
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Dieser Phéanotyp ist durch eine transiente Re-Expression von SASH1 reproduzierbar reversibel,
sodass ein Einfluss von SASH1 auf die Exozytose vermutet wurde. Die Ergebnisse des Hefe-
Zwei-Hybridsystems (Y2H) und der massenspektrometrischen Untersuchung von SASH1-Co-
Immunoprazipitaten, die EXOC8 als moglichen Interaktionspartner von SASH1 in Betracht
kommen lassen, erharten die Hypothese, dass SASH1 — vermittelt durch EXOCS8 — einen Einfluss
auf die Exozytose von Melanosomen haben kénnte. Fir eine Bestéatigung der Vorbefunde der
Massenspektrometrie und des Y2H-Screenings sollte durch eine Co-Immunoprazipitation eine
direkte Interaktion der beiden Proteine nachgewiesen werden. Tatsachlich befinden sich Banden
in den entsprechenden Hohen der Inputs wie auch der Préazipitate (Pulldowns), die auf EXOC8
und damit auf eine mdgliche Interaktion mit SASH1 schliel3en lassen. Dabei verweisen bereits
frihere Veroffentlichungen auf alternative Splei3varianten von EXOCS8, welche sich auch in den
dazugehodrigen Immunoblots wiederfinden [177]. Aul3erdem kann EXOC8 durch CDK1
Zellzyklus-abhéngig phosphoryliert werden, was neben einer leicht erhdhten Laufhéhe im
Immunoblot zugleich das Ansammeln des Exozyst-Komplexes inhibiert [143]. In einer anderen
Studie zur Rolle des EXOC8-Subkomplexes in der Aktivierung des Hippo-Signalwegs zeigte sich
wie in dieser Arbeit ein &hnliches Laufverhalten von EXOCS8 auf einer Immunblotmembran [144].
In einem letzten Experiment sollte untersucht werden, ob durch einen siRNA vermittelten
Knockdown von EXOC8 ein éahnlicher Phanotyp mit einem hohen intrazellularen
Melanosomengehalt provoziert werden kann. Dabei war der Knockdown an sich zwar erfolgreich
und die EXOCS8-Expression per Immunoblot messbar reduziert, wenn auch nicht komplett
herabreguliert, jedoch war kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp-MelJuSo und den
behandelten Zellen zu erkennen. Es ist bereits publiziert, dass Knockdown-Experimente der
Exozyst-Untereinheiten Exoc4 und Exoc? keinen Einfluss auf die Melanogenese haben [99]. Die
Transfektion kdnnte dennoch einen zellularen Stress darstellen, der fir eine ausreichende Mela-
nogenese erst Uberwunden werden muss. Aus anderen Studien ist bekannt, dass Eingriffe in die
Expression von Untereinheiten des Exozyst-Komplexes flr Mause (Exocl) wie auch fir humane
Zellen (EXOC?7) todlich sein kdnnen [178, 179]. Trotzdem ware fir eine Steigerung der Knock-
down-Effizienz eine zweifache Behandlung mit sSiRNA denkbar, um die EXOCS8-Expression weiter
zu reduzieren und einen messbaren Effekt zu erzeugen. Weitere Experimente sind also notig, um
eine mogliche Kausalitdt des EXOCB8-vermittelten Einflusses von SASH1 auf die Exozytose in

den untersuchten Melanomzellen tiefergehend zu untersuchen.
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Abbildung 25: Hypothese des Einflusses von SASH1 auf die Exozytose.Abbildung verandert nach
Nishida-Fukuda, ergénzt um zusatzliche Informationen aus weiteren Publikationen [2, 5, 95, 96]. Durch
eine Interaktion mit EXOC8 konnte SASHL1 fir eine effizientere Gestaltung der Exozytose verantwortlich
sein, indem durch die SASH1-EXOCS8-Assoziation das Tethering und Priming von zu exozytierenden
Vesikeln verbessert wird.

Die zentrale These dieser Arbeit lautet, dass SASH1 einen Einfluss auf die Pigmentierung besitzt,
indem das Adaptorprotein SASH1 mit der Untereinheit des Exozyst-Komplexes EXOCS8 direkt
interagiert. Der gestorte Melanosomen-Transfer von Melanozyten zu Keratinozyten der Haarfol-
likel konnte den Hypopigmentierungsphanotyp der Sashl1RFAHY-Mause erklaren. Da auch in
Sashl-defizienten M&ausen weiterhin Melanozyten entlang der Haarfollikel zu finden sind, liegt
eine Beeintrachtigung der spezifischen Funktion der Melanozyten naher: namlich der Produktion
bzw. des Transportes von Melanin, oder der Abgabe der Melanosomen an umliegende Zellen.
Im CRISPR/Cas9 SASH1-Knockout Modell ist in den Melanozyten mehr Melanin zu finden als in
den Wildtyp-Zellen, sodass der Einfluss von SASH1 auf die Melanogenese eher sekundar zu sein
scheint. Aus Vorergebnissen dieser Arbeitsgruppe ist die Anreicherung von SASH1 in der Zell-
peripherie bekannt, ebenso wie die Assoziation von SASH1 mit Cortactin und F-Aktin, dessen
Polymerisation dadurch stimuliert wird [2]. In Zusammenschau mit den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit konnte man durch die Interaktion von SASH1 mit EXOCS8 eine raumliche Bahnung

der Untereinheit des Exozyst-Komplexes zu der Zellperipherie vermuten. Durch einen SASH1-
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Verlust geht der Effekt dieser Bahnung verloren und die Exozytose gestaltet sich weniger effi-
zient, obgleich sie nicht vollstandig erliegt. Ubertragen auf die Beobachtungen des pendelnden
Transports in SASH1-defizienten Zellen kdnnte dies eine Art funktionellen Polaritatsverlust be-
deuten, da der sequenzielle Ablauf von Transport und Exozytose ohne den letzten Schritt statt-
findet. Nishida-Fukuda vermutet ohnehin, dass die beiden Subkomplexe des oktameren Exozyst-
Komplexes, die erst aus dem Zytosol rekrutiert werden missen, durch verschiedene Regulatoren
gesteuert werden [96]. Der vollstéandige Exozyst-Komplex wiederum ist fiir das Tethering, also
das Festhalten von Vesikeln an der Zellmembran zusténdig, bis die Membranen der Vesikel, ver-
mittelt durch die SNARE-Proteine, mit denen der Zelle verschmelzen [99, 180]. Auch hier kénnte
die Interaktion von SASH1 und EXOCS das Tethering und moglicherweise auch das Priming un-
terstitzen und somit die Exozytose effizienter gestalten. Dartber hinaus scheint EXOCS8 uber
eine Bindung an Sro7 und Sro77 und einer Interaktion von Sec9 die SNARE-Proteine und so die
Vesikelbindung und -fusion zu regulieren [95]. Dies wirde die Rolle von EXOCS8 in der Exozytose
nur weiter unterstreichen. Durch die fehlende Interaktion von SASH1 und EXOCS8 in den
MelJuSo-Zellen ware auch die veranderte Morphologie der SASH1-defizienten Zellen erklarbar,
da der Exozyst-Komplex auch an der Zellpolaritat beteiligt ist [94], wobei hier auch andere Fak-
toren wie der in HCT116 beobachtete Verlust epithelialer Marker nach einem SASH1-Knockout

verantwortlich sein kénnen [4].

Trotz allem gilt es weiterhin, die obigen Erkenntnisse auf den Prifstand zu stellen und mit
weiteren Experimenten die genannten Hypothesen abzusichern oder zu verwerfen. Um das
Ausmald der Beeintrachtigung der Exozytose durch einen SASH1-Verlust zu quantifizieren,
konnte auch der Melaningehalt im Medium von Melanozyten photometrisch bestimmt werden.
AulRerdem ware eine Co-Kultur von Melanozyten und Keratinozyten von groRem Interesse, da
so nicht nur Effekte der Exozytose, sondern auch der Endozytose von Melanin in Keratinozyten
Uberprift werden kénnten. So kdnnte ausgeschlossen werden, dass der Transport oder die
Melanogenese von SASH1-defizienten Melanozyten beeintrachtigt und die verminderte
Aufnahme in Keratinozyten allein einer ineffizienten Exozytose der Melanosomen zuzuschreiben
ist [99, 181]. Erganzend dazu kdnnten Priméarkulturen der Melanozyten von homozygoten und
Wildtyp Sash1RFAH-Mausen einen Vergleich zum in vitro Modell der humanen SASH1-defizienten
MelJuSo-Zellen ermdglichen. Die Bestimmung der intra- oder auch extrazellularen Melaninkon-
zentration konnte Hinweise auf die Ubertragbarkeit der in vitro Ergebnisse auf das Mausmodell
geben.

Wu und Hammer unterstreichen in einer Ubersichtsarbeit die Notwendigkeit eines Mausmodells,
welches durch einen spezifischen Defekt des Melanosomen-Transfers eine Hypopigmentierung
des Fells aufweist und mutmafen, dass bisher kein geeignetes Modell identifiziert wurde, da
durch eine Beeintrachtigung des Transfer Prozesses die Tiere nicht Gberlebensfahig waren [92].

Vielleicht kénnte hier das Sash1RF2H-Mausmodell eine translationale Liicke fillen.
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4.3 Prognostische und préadiktive Biomarker in Kolonkarzinomen des UICC-Stadiums II:

Expression von SASH1 und tumorinfiltrierende T-Lymphozyten

Kolorektale Karzinome stellen tber die Geschlechter hinweg eine sehr hdufige Erkrankungs- und
Todesursache dar, deren initiale therapiebestimmende Diagnostik sich in den letzten Jahren we-
niger stark entwickelte als die Moglichkeiten der Therapie selbst [100, 108]. Bei Patientinnen, die
durch das Staging gemafRl den TNM-Kriterien in frihe Stadien mit vermeintlich guter Prognose
der Krankheit eingeteilt werden, zeigt sich ein sehr heterogenes Bild bezuglich des Uberlebens
und der krankheitsfreien Zeit nach Therapieende [110, 125]. Die Erwartungen der Gesundheits-
dienstleistender und der Betroffenen gegentuber der sogenannten personalisierten Medizin ent-
spricht also keineswegs dem klinischen Alltag. Prognostische und pradiktive Biomarker waren
ein wichtiges Werkzeug, um die Krankheitsschwere von Patientinnen und deren Ansprechen auf
die jeweiligen Therapien besser abschatzen zu kénnen, wobei hier sowohl genetische als auch
immunologische Biomarker, wie etwa tumorinfiltrierende T-Lymphozyten (TIL) hilfreich sein kén-
nen [18, 116, 117, 120-122].

In einem Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob molekulargenetische Faktoren, wie die SASH1-
Expression oder KRAS-Mutationen, bzw. die Haufigkeit CD3- und CD8-positiver Zellen in einem
Kollektiv mit Kolonkarzinomen des UICC-Stadiums Ill einen prognostischen Wert fir ein Wieder-
auftreten der Krankheit in Form einer metachronen Fernmetastase besitzen. Der Einfachheit hal-
ber wurden CD3-positive Zellen, basierend auf Morphologie und Lokalisierung, generell als T-
Lymphozyten und CD8-positive Zellen als Effektor-T-Zellen betrachtet. Eine Mehrfach-Farbung
oder eine durchflusszytometrische Analyse von isolierten Zellen konnten hier natirlich préazisere
Aussagen Uber die Identitéat der TIL erlauben. Untersucht werden sollte insbesondere, ob die TIL
eine pradiktive Aussage auf das Ansprechen einer 5-FU basierten adjuvanten Therapie erlauben
kénnen. Diese Untersuchungen erfolgten in Anlehnung an den von Galon et al. etablierten Im-
munoscore fur kolorektale Karzinome, welcher das Immuninfiltrat als eine Kombination beste-
hend aus den Populationen CD3-/, CD45R0-/ und CD8-positver T-Lymphozyten inklusive des
Granzym B bestimmte und das Uberleben der Patientinnen mit dem Ausmaf des Immuninfiltrats
korrelierte [123]. Diese Vorgehensweise wurde spéater vereinfacht, indem ausschlie3lich CD3-
und CD8-positive Lymphozyten erhoben wurden, auch wenn diese weiterhin entsprechend ihres
Auftretens im Zentrum des Tumors bzw. des invasiven Randbereichs unterschieden wurden
[125]. In diesen Untersuchungen konzentrierten sich die Autoren vor allem auf die prognostische
Aussagekraft von Immuninfiltraten auf kolorektale Karzinome der UICC-Stadien I-1l. Sie stellten
auch selbst die Frage, wie der Immunoscore in den pathologischen Alltag integriert werden kann
und forderten die Machbarkeit und Reproduzierbarkeit des Immunoscores durch weitere For-
schungsarbeit zu demonstrieren und den prognostischen Wert des Immunoscores auch fur Pati-

entlnnen mit kolorektalen Karzinomen des UICC Stadiums Il zu validieren [182, 183].
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In dieser Arbeit wurde dabei, in Abgrenzung zur Vorgehensweise von Galon et al., auf eine
strenge Einteilung der Lymphozyten nach deren Lokalisation im Zentrum oder Randbereich des
Tumors verzichtet und die Lymphozyten unabhangig von deren Position als tumorinfiltrierend zu-
sammengefasst [184]. Einen weiteren Unterschied stellt die Nachweismethode der TIL in den
hier untersuchten Gewebeproben dar. Im Gegensatz zu den Arbeiten von Galon et al. wurde die
Nachweismethode der Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet. Es war daher auch von Inte-
resse, ob sich diese methodischen Anderungen auf die prognostische und pradiktive Aussage-
kraft der Erhebung auswirken wirden. Wie oben dargelegt besitzen neben genomischen Mutati-
onen im Onkogen KRAS vor allem die CD8-positiven TIL einen prognostischen Wert. Allerdings
war eine Abschatzung des Metastasen-freien Uberlebens in dieser Kohorte allein an der Anzahl
der CD3-positiven Lymphozyten nicht mdglich. Interessanterweise finden sich auch ahnliche Er-
gebnisse in einer der urspriinglichen Arbeiten von Galon et al.: in zwei von drei Kohorten der
Studie war eine blof3e Erhebung der CD3-positiven T-Lymphozyten im Tumorzentrum (was dem
Vorgehen in dieser Arbeit am nachsten kommt) nicht ausreichend, um einen signifikanten Unter-
schied in der Prognose vorhersagen zu konnen [123]. Es liegt nicht fern, dass die CD8-positiven
Effektorzellen einen genaueren Prognosemarker darstellen, da sie an allen CD3-positiven Zellen
eine Subpopulation mit zytotoxischen Eigenschaften darstellen und somit ein deutliches Potential
besitzen, tumordses Gewebe zu bekampfen. In einer Ubersichtsarbeit wurde noch einmal deut-
lich, dass CD8-positive TIL fir 18.700 Patientinnen und lber 17 Krebsentitaten hinweg den
starksten prognostischen Faktor bezuglich des Uberlebens darstellen [185]. Weitere Analysen
auf die Anwesenheit von Markern der Effektorfunktion wie Granzym B kdnnten hier néhere Ein-
sichten liefern.

In dieser Arbeit konnte flir ein Kollektiv des UICC-Stadiums Il gezeigt werden, dass mithilfe der
Immunfluoreszenz und ohne Einbezug genauer Tumorgrenzen eine prognostische Aussage Uber
das Uberleben der Betroffenen gefallt werden kann. Es ist jedoch von weiterem Interesse — vor-
zugsweise in einer retrospektiven Studie —, ob auch die Methodik zur Erkennung der TIL verein-
facht und die vergleichsweise aufwendige Immunfluoreszenz durch die gro3tenteils automatisier-
bare Immunhistochemie ersetzt werden kann. Dies wirde den Aspekt der Machbarkeit einer wei-
terfihrenden pathologischen Beurteilung der TIL erleichtern.

Neben den immunologischen Markern der TIL wurde auch untersucht, inwiefern genetische Mar-
ker allein und in Kombination mit den immunologischen Markern die Prognose des Metastasen-
freien Uberlebens abbilden kénnen. Interessanterweise stach dabei eine Subpopulation hervor,
die bei einer hohen Expression von SASH1 und entgegen dem beschriebenen tumorsuppressi-
ven Potential von SASH1 ein reduziertes Metastasen-freies Uberleben zeigt. Es muss hier be-
ricksichtigt werden, dass die Auspragung von SASH1 im Vergleich zur normalen Kolonmukosa

in Tumoren generell deutlich reduziert ist, jedoch innerhalb der Tumore eine Gruppe mit relativ
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hoher SASH1-Expression existiert. Ein ahnlicher Effekt wurde in einem Kollektiv von Brustkrebs-
patientinnen beobachtet, sodass der tumorsuppressive Einfluss von SASH1 wohl auch im mole-
kularen und tumorbiologischen Kontext des Tumorstadiums betrachtet werden muss [11].

In einer weiteren Analyse wurde gepriift, ob TIL oder andere genetische Biomarker einen pradik-
tiven Vorhersagewert in Bezug auf das Ansprechen auf eine 5-FU Monotherapie im untersuchten
Kollektiv besitzen. Auch hier erreichen CD3-positive T-Lymphozyten allein nicht die nétige Signi-
fikanz. Allerdings stellen eine hohe Anzahl an CD8-positiven TIL sowie eine hohe Expression von
Osteopontin (OPN) pradiktive Marker fiir das Metastasen-freie Uberleben nach einer 5-FU Mo-
notherapie dar.

Die OPN-Expression entspricht laut eigenen Vorbefunden einem Malf3 fir die Aktivitat des kano-
nischen WNT-Signalwegs [186], dessen verstarkte Aktivierung zu einem fehlenden Abbau von 3-
Catenin fuhrt und tber eine Stabilisierung des Transkriptionsfaktors TCF weitere pro-onkogene
Proteinprodukte wie etwa c-Myc oder das Zyklin D1 produziert wird [187]. OPN kann also als
prognostischer Marker in kolorektalen Karzinomen und als Surrogatmarker fiir den WNT-Signal-
weg zu Rate gezogen werden [186, 188]. Interessanterweise verweisen Angell et al. darauf, dass
eine Aktivierung des onkogenen WNT-B-Catenin-Signalweges die Rekrutierung von CD8-positi-
ven zytotoxischen T-Lymphozyten zur Bekdampfung eines (kolorektalen) Karzinoms reduziert, so
wie dies im Kontext maligner Melanome bereits gezeigt wurde [184, 189].

Vor diesem Hintergrund erscheinen die beiden Marker mit einer pradiktiven Aussagekraft — CD8-
positive TIL und OPN-Expression — umso bemerkenswerter, da eine hohe OPN-Expression einer
Infiltration mit CD8-positiven T-Lymphozyten entgegenstehen wirde, obgleich jeder Wert fiir sich
eine relevante Aussage Uber das Ansprechen auf eine Chemotherapie liefern kénnte. Weitere
Untersuchungen mit dem Schwerpunkt dieser Kombination an pradiktiven Markern ware also
sehr sinnvoll, auch im Hinblick auf die Frage, in welchem Ausmalf sich diese beiden Marker ge-
genseitig beeinflussen oder ob sie sogar zwei molekulare, tumorbiologisch getrennte Mechanis-
men abbilden.

Bei all diesen Uberlegungen stellt die geringe Anzahl an Patientinnen mit einer 5-FU Monothera-
pie, bei der zugleich eine Erhebung des TIL-Status moglich war, sicherlich eine methodische
Einschrankung dar. In weiteren retrospektiven Studien mit einer grof3eren Anzahl an ProbandIn-
nen und weiteren 5-FU basierte Kombinationstherapien kénnte die Aussagekraft dieser Parame-

ter fir das Metastasen-freie Uberleben weiter untersucht werden.
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6. Anhang

6.1 Erganzende Abbildungen und Tabellen
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Abbildung S 1: CRISPR/Cas9-vermittelter SASH1-Knockout in MelJuSo-Zellen unter Verwendung
der Guide-RNA S1 und S2. Knockout und Wildtyp MelJuSo-Zellen wurden mithilfe von Immunoblots auf
die SASH1-Translation hin untersucht. Hier Darstellung der vollstandigen Immunoblots. (A) Kein SASH1-
Nachweis in MelJuSo-Knockout-Zellen. Linker Immunoblot: Belichtungszeit 1 Minute; rechter Immunoblot:
Belichtungszeit 15 Minuten. (B) Beladungskontrolle mittels -Aktin.
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MITF-Proteinlevel in Gesamtzelllysaten
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Abbildung S 2: MITF-Proteinlevel in Gesamtzelllysaten von Wildtyp und SASH1-defizienten
MelJuSo-Zellen. MITF-Proteinlevel in Gesamtzelllysaten von Wildtyp und SASH1-defizienten (S1-1, S1-
9, S2-16, S2-64) MelJuSo-Zellen wurden in Relation zu B-Aktin quantifiziert (n = 1). (B) MITF-Proteinlevel
in Gesamtzelllysat von Wildtyp und SASH1-defizienten MelJuSo-Zellen (S1-1, S1-9, S2-16, S2-64) wurden
in Relation zu B-Tubulin quantifiziert (n = 1).
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Abbildung S 3: Erhéhte Anzahl intrazellularer Melanosomen und intrazellulare Melaninkonzentra-
tion in SASH1-defizienten MelJuSo-Zellen. (A) Die Auszahlung der Melanosomen erfolgte anhand von
Hellfeldaufnahmen der jeweiligen Zellklone. Die halbautomatische Z&hlung der Melanosomen erfolgte mit-
tels ImageJ v1.51 (Mann-Whitney Test; n = 33-34; p<0,0001). (B) Die biochemisch-photometrische Be-
stimmung des intrazellularen Melaningehalts erfolgte durch Lyse der MelJuSo-Zellen und anschlieender
Absorptionsmessung und Konzentrationsbestimmung anhand einer Standardgeraden synthetischen Mela-
nins (Mann-Whitney Test; n = 4; p = 0,0286).
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Intrazelllulare Melaninkonzentration:
S$1-1 und S$1-9 Pool
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Abbildung S 4: Intrazellulare Melaninkonzentration nach SASH1-Re-Expression in SASH1-Knock-
out Zellen. (A) Die SASH1-defizienten Klone S1-1 und S1-9 wurden mit GFP-only, bzw. SASH1-GFP-
Vektoren transfiziert. Die photometrische Bestimmung des intrazellularen Melaningehalts erfolgte 48h nach
Transfektion. Ergebnisse der einzelnen Klone gepoolt (Mann-Whitney Test; n = 5; p = 0,3095).

OPN Expression & 5-FU Monotherapie
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Abbildung S 5: Einfluss von Osteopontin (OPN) auf das Metastasen-freie Uberleben. OPN besitzt als
Surrogatmarker fiir den WNT-Signalweg einen pradiktiven Aussagewert fiir das Metastasen-freie Uberle-
ben nach 5-FU Monotherapie fiir Patientinnen des Kollektivs mit Kolonkarzinomen des UICC-Stadiums IlI
(Log-rank Test; n = 20; p = 0,019). Statistische Analysen wurden durchgefihrt von Dr. Dr. Nitsche (Tech-
nische Universitat Miinchen).
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Abbildung S 6: Vollstandiger Immunoblot der Abbildung 20.
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1-6 Mo- t-Test 7-12 Mo- t-Test 213 Mo- t-Test
nate nate nate
wt/wt n=16 n=17 n=19
RF/wt n=57 p=0,1084 |n=25 p=0,2798 | n=85 p = 0,9259
RF/RF |n=6 p=0,2784 |n=6 p=0,1650 | n=30 p = 0,0549

Tabelle S 1: Gruppengr6f3e und Signifikanzniveaus aus Abbildung 8.
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Proliferations- | Wundheilungs- | Migrationsas- | Invasionsas-
assay assay say say
wt
S1-1 p>0,9999 p = 0,3939 p = 0,9683 p =0,7429
S1-9 p = 0,2000 p =0,0411 p =0,8810 p = 0,6857
S2-16 p = 0,1000 p =0,9372 p =0,8413 p = 0,2286
S2-64 p = 0,4000
Tabelle S 2: Signifikanzniveaus der Abbildung 13.
Gen p-Wert | g-Wert Anfci T(:L::gs- Gen p-Wert | g-Wert Anf(: T(rtuor:gs-
In Kontrollmausen reduziert In Kontrollmdusen erhht
Isca2 0,0012 |0,6583 |0,7044 Eif3a 0,0056 |0,6871 |1,1053
Cab39l 0,0034 |0,7086 |0,7154 Hdac5 0,0006 |0,7493 |1,1060
Psenl 0,0051 |0,6728 |0,7276 Ppp5c¢ 0,0038 |0,6513 |1,1087
Cox6b1 0,0014 |0,6810 |0,7517 Por 0,0032 |0,7607 |1,1211
Mtpap 0,0038 |0,6302 |0,7667 Cask 0,0050 |0,6834 |1,1364
Tfrc 0,0045 |0,6615 |0,7753 Mrps24 0,0035 |0,7076 |1,1573
Nudt5 0,0004 |1,0000 |0,7834 Nudt9 0,0012 |0,7500 |1,1591
Ubl7 0,0043 |0,6221 |0,7927 Vps36 0,0037 |0,6696 |1,1607
Eif5a 0,0029 |0,7443 |0,7930 Akr1b3;Akrib1 |0,0036 |0,6845 |1,1771
Zmpste24 0,0034 |0,7402 |0,7975 FAM120A 0,0023 |0,6791 |1,2118
Hspd1 0,0018 |0,6782 |0,8203 Psma2 0,0016 |0,6773 |1,2419
Tbc1d9b 0,0006 |0,9620 |0,8209 Grb2 0,0042 |0,6452 |1,2446
Clta 0,0022 |0,6778 |0,8443 Rbm6 0,0016 |0,6548 |1,2991
Rtndip1 0,0039 |0,6238 |0,8498 Mrpl27 0,0026 |0,7323 |1,3158
Prdx3 0,0032 |0,7313 |0,8564 Cox6al 0,0049 |0,6860 |1,3520
Pank4 0,0051 |0,6524 |0,8883 Exosc4 0,0006 |0,5620 |1,4773
_ Sash1 0,0056 |0,6705 |1,5068
Ttc9c 0,0019 |0,6410 |1,6407

Tabelle S 3: Erhéhte und erniedrigte Proteinlevel in den Proteomanalysen der Gehirne von
Sash1RFAHY.MAusen im Vergleich zu Wildtyp Kontrollen. Hier sind Proteine aufgefiihrt, die sich mit dem
Signifikanzniveau von Sashl (p = 0,0056) oder geringer von den Kontrollm&usen unterscheiden. Diese
wurden nach dem Anderungsfaktor, nach dem sich die Menge an detektierten Peptiden im Vergleich zu
den Kontrollen unterscheidet, sortiert (entsprechend dem Volcano Plot Abbildung 7 A) (t-Test p-Wert; t-

Test g-Wert).
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6.2 Materialien

Tabelle 10: Wichtige Puffer

Laemmli Puffer (5X)

PBST
RIPA-Puffer

Melanozyten Lyse
Puffer

1.5 M Tris-HCI (pH 6,8), 10% (w/v) SDS, 50% (v/v) Glycerol, 77 mg ml*

DTT, 0,01% (w/v) Bromphenol blau
PBS, 0,1% (v/v) Tween-20

50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 1% (v/v) NP-40, 0,25% (v/v)
Natriumdesoxycholat, 1 mM EDTA (pH 8,0), optional: 0,1% (v/v) SDS

1 M NaOH, 10% (v/v) DMSO

Tabelle 11: Oligonukeloide

Primer

Sequenz

Verwendung

mSash1 fwd

5-TGTGTCTGTCATGCGTGTGTAC-3

ROSAFARY-Bgeo
rev

5-GCCGAGTTAACGCCATCAAAAATA-3

Maus Sash1ROSAFARY Genotypi-
sierung

mSash1 fwd 5-TGTGTCTGTCATGCGTGTGTAC-3’
Maus Sash1-Wildtyp Genotypi-
mSash1l rev
mSash1 fwd 5*-GTCTCCGAGTCAATCTCCCG-3
Maus gPCR Exon 1 - Exon 3
5-GCTGGCGTCGGGTTTCTC-3¢ (ROSAFARY-Bgeo s.0.)
mSashl rev

mSashl gRT-PCR
fwd

5-TTCATCTTGGACTGGGGAAT-3’

mSashl gRT-PCR
rev

5'-ACGACCCGAAAAAGTAAAGA-3'

Maus Sashl gRT-PCR
(UPL #55)

mpB-Aktin gRT-PCR
fwd

5'-AAGGCCAACCGTGAAAAGAT-3'

mp-Aktin gRT-PCR
rev

5-GTGGTACGACCAGAGGCATAC-3'

Maus B-Aktin gRT-PCR
(UPL #56)

mHprt gqRT-PCR
fwd

5-TCCTCCTCAGACCGCTTTT-3'

mHprt qRT-PCR
rev

5-CCTGGTTCATCATCGCTAATC-3

Maus Hprt gRT-PCR
(UPL #95)

mMitf gRT-PCR fwd

5-GCCATAAACGTCAGTGTGCC-3

mMitf gRT-PCR rev

5-CCAAGTCCTGAGCTTGCCAT-3

Maus Mitf qRT-PCR
(SYBR)

mTyr qRT-PCR fwd

5-ACGGCGTAATCCTGGAAACC-3'

mTyr gRT-PCR rev

5-GCACAATGCCTTGCACATCT-3*

Maus Tyr gRT-PCR
(SYBR)

mTyrpl gRT-PCR
fwd

5-TGCAGGAAATGTTGCAAGAGC-3*

Maus Tyrpl qRT-PCR
(SYBR)
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Primer Sequenz Verwendung

mTyrpl gRT-PCR
rev

5-CGAGTGGTCTGTGACTCCTT-3'

mDct qRT-PCR fwd | 5-GATCACCACACAACACTGGC-3'
Maus Dct gRT-PCR

‘ ‘ (SYBR)
mDct gRT-PCR rev | 5-CCAGCGACTCATTGGCAATG-3
St dCR'SPR/ Casd | 5 CACATCCGAGGCGTTCTC-3' Amplifizierung des mit
a1 CRISPRICASS CRISPR/Cas9 Guide-RNA S1
.y a8y | 5. TGTGTGTATTTAGCCCCCTAAG-3' veranderten SASH1-Lokus
S1 Guide-RNA 5'.CACCGCGACTCTGGACCGACGTGAT-3'
CRISPR/Cas9 Guide-RNA S1
S1 Guide-RNA 5'.AAACATCACGTCGGTCCAGAGTCGC-3'
S2 Guide-RNA 5.CACCGTTTCTCCGACGTGTGCGAG-3'

CRISPR/Cas9 Guide-RNA S2
S2 Guide-RNA 5-AAACCTCGCACACGTCGGAGAAAC-3’

Tabelle 12: Primare und Sekundare Antikorper

Primare Antikorper

CD3 NeoMarkers, RM-9107-S
CDs8 BD Pharmingen, RPA-T8
EXOCS8 Atlas Antibodies, HPA027438
Lamin A Cell Signaling, #2032

MITF Santa Cruz, MA5-14146
PARP-1 Abcam ab137653

SASH1 Bethyl, A302-265A

TYRP1 Millipore, MABC592

V5 Epitop Thermo Scientific, MA5-15253
B-Aktin Cell Signaling, #3700
B-Tubulin Oncogene, CP0O7

Sekundéare Antikorper

Cy3 AffiniPure Goat Anti-Mouse Jackson 115-165-003

IgG(H+L)

FITC AffiniPure Rat Anti-Mouse Jackson 415-095-100
IgG(H+L)

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Thermo Scientific A32723
Fluor 488
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Sekundare Antikorper

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Alexa
Fluor 488

Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG (H+L)
Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Rab-
bit IgG (H+L)

Peroxidase-AffiniPure Mouse Anti-Rat
19G (H+L)

Tabelle 13: Wichtige Chemikalien
Acrylamid Losung
Adenosintriphosphat
Ammoniumpersulfate

Ampicillin

Attractene

Benzamidin

Blotting grade milk powder

Bovine serum albumin (BSA)
Bromphenol blau

Kristallviolett Lésung

DAB chromogen

DAPI

Desoxynukleotide

DreamTagq Puffer + 20 mM MgCl.
DreamTaq DNA-Polymerase
D-Luciferin

DMSO

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)
ECL Substrat

Ethidiumbromid
Eukitt

FastDigest restriction enzymes

Thermo Scientific A11008
Jackson 115-035-003
Jackson 111-035-144

Jackson 212-036-102

BioRad, Miunchen, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, USA
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
PerkinElmer, Waltham, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

Pierce, Bonn, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, USA
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Fetal calf serum (FCS)
Fibronectin (human)

FuGENE HD

Gel Loading Dye, blau 6x
GeneRuler 1 kb DNA ladder
GeneRuler 100 bp DNA ladder
Kanamycin

LB medium

L-Glutamin
Matrigel

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-ami-
noethanesulfonic acid
N-hydroxysulfosuccinimid

Nonidet P40

Oligo(dT)1s Primer

Opti-MEM

PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd

PBS

Pefabloc

Penicillin/Streptomycin

Pepstatin A

Phusion Hot Start || DNA Polymerase
PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride)
ProLong Gold Antifade

Protease Inhibitor Cocktail (PIC)
Protein A/G Sepharose

Proteinase K

Puromycin

Random Hexamer Primer

RevertAid H Minus Reverse Transkriptase

Biochrom, Berlin, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Promega, Madison, USA

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Im-
munologie und Hygiene, Minchen,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, USA
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RiboLock RNase Inhibitor
Roticlear

SOC medium

Natriumdesoxycholat
Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Natriumfluorid

Sodium orthovanadate
3-Glycerophosphate
3-Mercaptoethanol
TEMED

Tissue-Tek
TRITC-phalloidin
Triton X-100
Trypanblau

Trypsin

Tween 20

Thermo Fisher, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Im-
munologie und Hygiene, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 14: Wichtige Verbrauchsmaterialien

Amersham Hyperfilm

Cell culture plates
Culture-Insert 2 Well in p-Dish 35 mm

Enspire-LFB, 384-well High Sensitivity,
User- Activated Biochemical Plates, Corn-
ing Epic System

Whatman Blotting Paper

8.0 um Transwell Permeable Supports
#3422

8.0 uym Matrigel Invasion Chamber
#354480

Amersham Protran nitrocellulose mem-
brane (0,45 pum)

GE Healthcare Life Sciences, Miinchen,
Deutschland
Corning, Corning, USA

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Corning, Corning, USA

GE Healthcare Life Sciences, Miinchen,
Deutschland
Corning, Corning, USA

Corning, Corning, USA

GE Healthcare Life Sciences, Mlunchen,
Deutschland
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Tabelle 15: Wichtige kommerziell erhéltliche molekulargenetische Kits

Cell Proliferation Kit Il (XTT)
LightCycler 480 Probes Master
Pierce BCA Protein Assay Kit
QIAGEN Plasmid Mini/Maxi Kit
QlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
RNeasy Mini Kit

Universal ProbeLibrary Set

Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, Stammheim, Deutschland

Tabelle 16: Bakterien, Zelllinien, Mausmodell

E. coli TOP10
MelJuSo
HEK293
C57BL/6N

Tabelle 17: Technische Hilfsmittel
4230 refrigerated incubator shaker
Axiolab

AxioObserver Z1 (inklusive ApoTome)
Axiovert 100

BBD 6220 cell culture incubator
Biometra Power Pack P25T
Bioruptor Sonicator
Chemoluminescence imager
Cryostat CM3050S

Enspire Multimode Plate Reader
FACSCalibur

Fluoroskan Ascent FL

FLUOstar OPTIMA

Thermo Fisher, Waltham, USA
DSMZ (ACC 74)
ATCC (CRL-1573)

Charles River Laboratories, Calco, ltalien

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Analytik Jena, Jena, Deutschland
Diagenode, Seraing, Belgium
Analytik Jena, Jena, Deutschland
Leica, Nussloch, Deutschland
PerkinElmer, Waltham, MA

BD Biosciences, San Jose, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

BMG Labtech GMBH, Ortenberg, Deutsch-

land
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GelDoc XR Imaging System

Genesys 5 Spectrophotometer

HERA Safe Cleanbench

IVIS Spectrum In vivo Imaging System
LightCycler 480 Il system

Mithras LB 940 Microplate reader

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
PerfectBlue PAGE System
Purelab Ultra MK 11

Sonopuls Sonicator system
T3 Thermocycler
Trans-Blot SD semi-dry transfer cell

X-Ray Film Processor Optimax

6.3 Abbildungsverzeichnis

Biorad, Minchen, Deutschland
Spectronic, Helsingborg, Sweden
Thermo Scientific, Waltham, USA Inova
PerkinElmer, Waltham, MA

Roche, Penzberg, Deutschland

Berthold Technologies, Wildbad, Deutsch-
land
Thermo Fisher, Waltham, USA

Peglab (via VWR) Darmstadt, Deutschland

ELGA LabWater, Lane End, United King-
dom
Bandelin, Berlin, Deutschland

Analytik Jena, Jena, Deutschland
Biorad, Mliinchen, Deutschland

Protec, Oberstenfeld, Deutschland
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