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Summary

Soft tissue sarcomas are a rare group of highly aggressive, histologically and genetically
heterogeneous malignant tumors of mesenchymal origin. Liposarcomas are the most common
type of sarcomas and are classified into the three types well-differentiated / dedifferentiated
liposarcomas, pleomorphic liposarcomas and myxoid liposarcomas (MLS). MLS are characterized
by a t(12;16)(q13;p11) translocation resulting in a FUS-DDIT3 fusion protein causing a block of
differentiation during adipogenesis and malignant transformation. SOX11 is a neuronal
transcription factor which is expressed during embryonic development of central and peripheral
nervous system. In adult tissues SOX11 is rarely expressed. SOX11 expression is elevated in a
variety of tumors but seems to exert different functions in tumorigenesis. Prior to this study a
genome-wide expression profile of primary MLS samples identified SOX717 as the significant most
upregulated gene in comparison to non-neoplastic adipose tissue. Additionally, SOX11 target
genes in MLS were identified. The overexpression of SOX717 in the SOX11-negative MLS cell line
MLS-1765 decreased migration, clonogenicity, and viability. In addition, the reduced cell growth is
caused by decreased proliferation. However, overexpression of SOX771 had no influence on
apoptosis and necrosis and on the phosphorylation profile of MLS-1765 cells. Also, SOX11
increased the sensitivity of MLS-1765 cells against treatment with the chemotherapeutic drugs
dasatinib and trabectedin, but not against the standard first line treatment doxorubicin. The
potential target genes LHX2, TMSB15A, CD24, NNAT, THEM6, TUBB2B und SOX711 were
validated by qPCR. Positive correlation of gene expression with SOX77 in primary MLS and
non-neoplastic adipose tissue and results from dual-luciferase reporter assays revealed that CD24
and LHX2 are putative direct target genes of SOX11. The treatment of T778 cells with histone
deacetylase inhibitors indicated that the SOX71 expression in liposarcomas may be regulated via
histone modifications. Sequencing of the chromosomal SOX771 gene locus identified a somatic
heterozygous mutation (c.248T>A; SOX117%*%4) in the tumor of a patient with MLS. According to
in silico analyses the SOX7117%44
leading to a loss of DNA binding. Stable overexpression of SOX11™*4 in MLS-1765 cells showed

reduced ability to activate the downstream transcription of the seven SOX11 target genes and

mutation significantly affects folding of the HMG-box domain

impaired the SOX11-mediated phenotypes proliferation and chemosensitivity against trabectedin.
Taken together, this study obtained first evidence for a tumor suppressive role of SOX11, validated
CD24 and LHX2 as potential SOX11 target genes and discovered a SOX11 loss-of-function

mutation.



1 Zusammenfassung

Weichgewebesarkome bilden eine seltene Gruppe hoch aggressiver, histologisch und genetisch
heterogener maligner Tumoren mesenchymalen Ursprungs. Liposarkome bilden den haufigsten
Sarkom-Typ und werden in die drei Typen gutdifferenziertes / dedifferenziertes Liposarkom,
pleomorphes Liposarkom und myxoides Liposarkom (MLS) klassifiziert. MLS sind durch eine
t(12;16)(q13;p11) Translokation charakterisiert, deren Fusionsprotein FUS-DDIT3 wahrend der
normalen Adipogenese zu einer Blockade der Differenzierung und zur malignen Transformation
fuhrt. SOX11 ist ein neuronaler Transkriptionsfaktor, der wahrend der Embryonalentwicklung des
zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert wird. In adulten Geweben wird SOX11 nur
noch selten exprimiert. Die Expression von SOX11 ist in diversen Krebserkrankungen erhdht,
jedoch scheint es unterschiedliche Funktionen in der Tumorigenese auszulben. Vor Beginn dieser
Arbeit wurde in einem genomweiten Genexpressionsprofil von primaren MLS-Proben im Vergleich
zu nicht-neoplastischem Fettgewebe SOX71 als das signifikant am starksten hochregulierte Gen
identifiziert. Zusatzlich wurden SOX11-Zielgene in MLS identifiziert. Die Uberexpression von
SOX11 in der SOX11-negativen MLS-Zelllinie MLS-1765 fuhrte zu einer Verminderung der
Migration, der Klonogenitat und der Viabilitdt. Weiter ist das reduzierte Zellwachstums auf eine
verminderte Proliferation zuriickzufiihren. Auch hat die Uberexpression von SOX71 keinen
Einfluss auf Apoptose und Nekrose, sowie auf das Phosphorylierungsprofil von MLS-1765-Zellen.
Ebenfalls erhdhte SOX11 die Sensitivitdt von MLS-1765-Zellen gegeniuber der Behandlung mit
den Chemotherapeutika Dasatinib und Trabectedin, jedoch nicht gegenliber dem
Standarderstlinientherapeutikum Doxorubicin. Die potentiellen Zielgene LHX2, TMSB15A, CD24,
NNAT, THEM6, TUBB2B und SOX11 konnten mit qPCR validiert werden. Die positive Korrelation
der Genexpression mit SOX77 in primdren MLS und nicht-neoplastischen Fettgewebe, sowie
Ergebnisse aus Dual-Luciferase Reporter Assays deuten darauf hin, dass CD24 und LHX2
vermutlich direkte Zielgene von SOX11 darstellen. Die Behandlung von T778-Zellen mit
Histon-Deacetylase-Inhibitoren geben einen ersten Hinweis darauf, dass die Expression von
SOX11 in Liposarkomen Uber Histon-Modifikationen reguliert wird. Die Sequenzierung des
chromosomalen SOX71 Genlokus identifizierte eine somatische heterozygote Mutation (c.248T>A,
SOX117*4) im Tumor eines Patienten mit MLS. GemaR der in silico-Analysen beeinflusst die
SOX11™*4_Mutation signifikant die Faltung der HMG-Box-Domane, was zum Verlust der
DNA-Bindung fiihrt. Die stabile Uberexpression von SOX11™%* in MLS-1765-Zellen zeigte eine
verringerte Fahigkeit die Transkription der sieben SOX11-Zielgene zu aktivieren und
beeintrachtigte die von SOX11 vermittelten Phanotypen Proliferation und Chemosensitivitat
gegeniuber Trabectedin. Zusammenfassend gibt diese Arbeit erste Hinweise auf eine
tumorsuppressive Rolle von SOX11, validierte CD24 und LHX2 als potentielle SOX11-Zielgene

und identifizierte eine SOX11 loss-of-function Mutation.



2 Einleitung

2.1 Weichgewebesarkome

Weichgewebesarkome bilden eine Gruppe hoch aggressiver, histologisch und genetisch
heterogener maligner Tumoren, die aus Fett-, Muskel-, Knorpel-, oder Bindegewebezellen
hervorgehen. Nach Angaben der World Health Organization (WHO) sind Weichgewebesarkome
seltene Tumoren mit einer Inzidenz von 2-3/100.000 Fallen pro Jahr in der Weltbevdlkerung,
wobei die Haufigkeit mit dem Alter ansteigt. Weltweit machen sie damit ungefahr 1 % aller
malignen Tumoren im Erwachsenenalter und etwa 8 % aller padiatrischen Malignome aus
(Fletcher et al., 2013).

Die aktuelle Studie "Krebs in Deutschland 2011/2012" des Robert Koch-Instituts (RKI) und der
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland prognostiziert zurzeit eine
standardisierte Inzidenz an einem Weichgewebesarkom zu erkranken von 3,8 (Manner) bzw.
3,1 (Frauen) Fallen pro 100.000 Einwohner fur das Jahr 2016, was etwa 4000 Neuerkrankungen
entspricht. Betrachtet man den Zeitraum 2011-2012, steigt die Inzidenz generell mit zunehmenden
Alter bis zu ihrem Hochstwert in der Altersgruppe der tber 85-jahrigen an (ungefahr zwdlf (Frauen)
bzw. 22 (Manner) Falle / 100.000 Einwohner). Zusatzlich zeigt sich eine moderate Spitze in der
Altersgruppe der 0-4-jahrigen (ungefahr 2,5 (fir beide Geschlechter)/ 100.000 Einwohner). Das
mittlere Erkrankungsalter lag dabei bei 65 (Manner) bzw. 69 (Frauen) Jahren. Als relative
Uberlebensrate fiir Patienten mit Weichgewebesarkom bis fiinf Jahre nach Erstdiagnose nennt die
Studie 62 % (Manner) bzw. 52 % (Frauen). Allgemein verlaufen die Erkrankungs- und Sterberaten
in Deutschland seit 1999 nahezu konstant (Kaatsch et al., 2015).

Als Erkrankung mesenchymalen Ursprungs umfassen die Weichgewebesarkome alle aus
nicht-epithelialem und extraskellettalem Gewebe aufgebaute Neoplasien, einschlielllich der
neuroektodermalen Neoplasien. Ausgenommen von dieser Gruppe sind Tumoren des
retikuloendothelialen Systems, der Glia und des Stitzgewebes parenchymatdser Organe
(Mentzel & Schneider-Stock, 2009). Die Klassifikation der WHO beschreibt dabei mehr als
50 verschiedene Sarkomtypen, welche sich gemaR ihrer molekularen Eigenschaften und

Prognosen weiter subklassifizieren lassen (Abbildung 1) (Fletcher et al., 2013).

Die klinische Erstmanifestation eines Weichgewebesarkoms ist in der Regel eine indolente
Schwellung. Im weiteren Verlauf kann sich diese zu einer hoch invasiven, metastasierenden und
fortwéhrend wachsenden Raumforderungen entwickeln. Weichgewebesarkome kdnnen in allen
Regionen des Korpers auftreten, jedoch findet sich die Mehrheit in den Extremitaten, dem
Gliedergurtel und im Abdomen (retroperitoneal oder viszeral und peritoneal). Dabei ist die
TumorgrofRe bei der Erstdiagnose abhangig von der Region des Auftretens. Tumoren in den

distalen Gliedmalen und der Kopfregion sind Ublicherweise kleiner, da sie friih erkannt werden.
3



Dagegen kdnnen Tumoren an den Oberschenkeln und im Retroperitoneum sehr grol3 werden bis
sie entdeckt werden. Allgemein breiten sich Weichgewebesarkome kugelférmig im Gewebe aus
und infiltrieren dabei die Tumorpseudokapsel einschliel3lich der benachbarten Strukturen. Die
Wachstumsraten der Weichgewebesarkome insgesamt unterscheiden sich je nach Aggressivitat
des Tumors. Low-grade Tumoren brauchen mitunter langer zur Entstehung, was dazu fuhrt, dass

sie oft falschlicherweise als benigne, oftmals als Lipom, eingeschatzt werden. Generell finden sich

benigne  Weichgewebetumoren, vor allem Lipome, 100-mal haufiger als maligne

(Clark et al., 2005).
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Abbildung 1: Taxonomie der Weichgewebesarkome.
Der phylogenetische Baum zeigt 55 Sarkomtypen, die von der World Health Organization International

Agency for Research on Cancer definiert wurden. Die Klassifizierung basiert auf der Beziehung zwischen
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Zelllinien, Prognose (maligne, intermediar oder lokal aggressiv, intermediar oder selten metastasierend),
Driver-Alterationen und weiteren Parameter. Die Lange der Zweige basiert auf einer diskreten Distanzmatrix,
die mit dem Neighbour-Joining Verfahren mit den zuvor erwahnten Variablen erstellt wurde. Die initiale
Verzweigung zeigt die Unterschiede der Zelllinien, wobei assoziierte Zelllinien naher zueinander erscheinen
(beispielsweise Skelett- und glatte Muskulatur). AnschlieRend verzweigen sich die Aste gemaR
vergleichbarer Prognosen, der Ahnlichkeit der Translokationen und der, falls dadurch beeinflussten, Gene
der jeweiligen Fusionen (in dieser Reihenfolge). Das Diagramm verdeutlicht die Beziehung der Sarkome
zwischen Zelllinie und wichtigster molekularer Lasionen, wenn auch fir viele Typen kein bestimmtes
molekulares Profil existiert. 52 benigne Typen an Tumoren sind in der Abbildung nicht aufgefiihrt. Die
Gruppe MFH (malignes fibroses Histiozytom) entspricht der in der aktuellen WHO-Klassifikation neu
definierten Gruppe der undifferenzierten high-grade pleomorphen Sarkome (UPS); PNET: primitiver

neuroektodermaler Tumor (Taylor et al., 2011).

2.1.1 Genese von Weichgewebesarkomen

Die Entstehung von Sarkomen korreliert duRerst selten mit bestimmten Ursachen und Risiken. Als
Risikofaktor fur das Auftreten von Weichgewebesarkomen gibt es Korrelationen mit einigen viralen
Infektionen (Herpes Zoster, Windpocken, Mumps) (Franceschi & Serraino, 1992). Patienten mit
AIDS haben eine hdhere Wahrscheinlichkeit ein Kaposi's Sarkom als Komorbiditat zu entwickeln,
verursacht durch das Humane Herpesvirus 8 (HHV-8, auch Kaposi-Sarkom-Herpesvirus (KSHV))
(Burningham et al., 2012). Ein weiterer Risikofaktor fur die Entstehung eines Sarkoms stellt die
therapeutische Radiation bei Lymphomen, Zervix-, Hoden- oder Mammakarzinomen dar. Ebenso
treten selten chronische Lymphangiosarkome (Stewart-Treves-Syndrom) als Komplikation bei der

Behandlung von Mammakarzinomen auf (Clark et al., 2005).

Auch Umweltgifte und Chemikalien, wie unter anderem Phenoxyessigsaure-Herbizide,
Chlorphenole und Dioxine kénnen zur Entstehung von Sarkomen beitragen. Vinylchlorid ist ein
Risikofaktor fiir Angiosarkome. Ebenso kénnten chronische Entziindungsprozesse die Entstehung

von Weichteilsarkomen begiinstigen (Kaatsch et al., 2015).

Dartber hinaus sind einige genetische Erkrankungen mit der Entstehung von
Weichgewebesarkomen assoziiert. Patienten mit Neurofibromatose, auch bekannt als Morbus
Recklinghausen (Keimbahnmutationen des Tumorsuppressorgens NF1 (Neurofibromin 1)), haben
ein Lebenszeitrisiko von 8-13 % an einem malignen peripheren Nervenscheidentumor (MPNST) zu
erkranken (Evans et al., 2002). Weichgewebesarkome gehdren zudem zu den charakteristischen
Tumorerkrankungen, die in Verbindung mit dem Li-Fraumeni-Syndrom (Keimbahnmutationen im
Tumorsuppressorgen TP53 (Tumor Protein p53)) auftreten (Malkin, 2011). Trotz der erwahnten
Zusammenhange entsteht der Grolteil der Sarkome de novo ohne Zuordnung zu einem kausalen

Ereignis.

Als molekulare Ursachen der Sarkomentstehung kommen transkriptionelle Dysregulation aufgrund

Translokation-assoziierter Fusionsproteine, somatische Mutationen in Signalkaskaden und
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Schlisselgenen sowie DNA Copy Number Variations (CNV) in Frage. Aktuell werden auch
epigenetische Ursachen der Sarkomentstehung diskutiert. Diese umfassen deregulierte miRNAs
(Renner et al., 2012), DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen (Renner et al., 2013).

Allgemein lassen sich die Sarkome in zwei Gruppen einteilen:

Zum einen in die Gruppe der Sarkome mit einem nahezu diploiden Karyotyp und wenigen
spezifischen simplen genetischen Veranderungen, wie beispielsweise Translokationen oder
aktivierende = Mutationen. Ungefahr 30% der Sarkome  dieser Gruppe  sind
Translokation-assoziierte Sarkome. Diese Tumoren entstehen de novo aufgrund einer einzelnen
spezifischen zytogenetische Abnormitat, die zu Beginn der Tumorigenese vorliegt und Uber die
gesamte klonale Evolution erhalten bleibt. Die Mehrheit dieser Translokationen flihrt zu chiméaren
Transkriptionsfaktoren, die eine transkriptionelle Dysregulation von Zielgenen nach sich zieht.
Hierzu zahlen beispielsweise myxoide Liposarkome mit ihrer charakteristischen Translokation
t(12;16)(q13;p11), die zum Fusionsprotein FUS-DDIT3 fuhrt (Aman et al., 1992), oder synoviale
Sarkome (SS) mit charakteristischer t(X;18)(p11;911)-Translokation mit resultierendem
SYT-SSX1-Fusionsprotein (Clark et al., 1994).

Zum anderen in die Gruppe der Sarkome, die einen komplexen und unbalancierten Karyotyp
besitzen. Dieser fiihrt durch genomische Instabilitdt zu zahlreichen unspezifischen Aberrationen
und zu einer intra- und intertumoralen Heterogenitat. Die karyotypisch komplexen Sarkome
kénnen, im Gegensatz zu den Sarkomen mit wenigen simplen genetischen Veranderungen, auch
aus weniger aggressiven Formen des Tumors entstehen und wahrend der Progression durch
zunehmend komplexere genomische Alterationen charakterisiert sein. Dennoch entstehen die
meisten high-grade Sarkome mit komplexen Karyotyp de novo ohne vorangehende low-grade
Lasionen (Taylor et al., 2011). Zur Gruppe der Sarkome mit komplexen und unbalancierten
Karyotyp zahlen beispielsweise die Leiomyosarkome (LMS). Diese gelten als komplex, da sie
hauptsachlich durch selten rekurrente DNA Copy Number Variations charakterisiert sind. Hierbei
zahlen Verluste der chromosomalen Regionen 1p12, 2p, 13q, 10g und 16q und Zugewinne der
chromosomalen Regionen 17p, 15q, 8q und 5p zu den am haufigsten auftretenden Alterationen. In
einer aktuellen Studie von Agaram et al. wurden 230 Krebs-assoziierte Gene in einem Kollektiv
aus 35 primaren LMS mittels Exom-Sequenzierung untersucht. Diese Studie bekraftigt, dass diese
chromosomale Regionen haufig von Alterationen betroffen sind, da auch hier Verluste an
10923 (Tumorsupressorgen PTEN), 13q14 (Tumorsupressorgen RB1), 16g22 (CDH1) und
17p13 (Tumorsupressorgen TP53) zu den am haufigsten beobachteten molekularen Ereignissen
gehorten. Zusatzlich identifizierten sie in mehr als einem Drittel der Falle rekurrente Mutationen in
TP53. Die allgemein niedrige Mutationsfrequenz in LMS legt nahe, dass die Genese dieser
Tumoren hauptsachlich durch die DNA Copy Number Variations bestimmt werden
(Agaram et al., 2015). In diese Gruppe der komplexen Sarkome sind auch die pleomorphen

Liposarkome einzuordnen, wie Rieker et al. in ihrer Analyse von 14 pleomorphen Liposarkomen
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mittels Array-basierter komparativer genomischer Hybridisierung (Array-CGH) zeigen konnten. Sie

identifizierten hierbei insgesamt 251 Zugewinne und 84 Verluste (Rieker et al., 2002).

Die Mutationsrate ist nicht nur in LMS gering, sondern dies gilt allgemein fur alle Sarkome im
Vergleich zu anderen Tumoren. So zeigen Boland et al. in ihrer Studie bei der Analyse von
37 unterschiedlichen Tumorentitaten, dass die Gruppe der Sarkome die geringsten Mutationsraten
(20%) im Vergleich zu beispielweise Pankreas- (100 %), Kolorektal- (89 %) und
Endometrialkarzinomen (75 %) oder Melanomen (86 %) aufweisen (Boland etal., 2015).
Lawrence et al. finden &ahnliche somatischen Mutationsraten bei ihrer Analyse von
27 unterschiedlichen Tumortypen. Hier zeigen Ewing-Sarkome exemplarisch die zweitniedrigsten
Mutationsraten (ungefahr 0,5 somatische Mutation pro Millionen Basen), welche ungefahr

1000-mal geringer sind als beispielweise fur Melanome (Lawrence et al., 2013).

2.1.2 Liposarkome

Liposarkome bilden den haufigsten Typ der Weichgewebssarkome mit einem Anteil von 17-25 %
aller Sarkome (Dodd, 2011). Die WHO unterteilt die Liposarkome in ihrer Klassifikation von 2013 in
die drei Typen gutdifferenziertes / dedifferenziertes Liposarkom (WDLS/DDLS), myxoides
Liposarkom (MLS) und pleomorphes Liposarkom (PLS) (Fletcher et al., 2013).

Die Liposarkomtypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer molekularen Eigenschaften, ihrer

Histologie und ihrem Verhalten in Klinik, Therapie und Prognose.

Chirurgische Resektion stellt die Hauptbehandlungsmethode fiir ortlich begrenzte Tumoren aller
Liposarkomtypen dar. Dennoch besitzen, oder entwickeln mit fortschreitendem Krankheitsverlauf,
einige Patienten inoperable oder metastasierende Tumoren. Fiur diese nicht-resektierbaren oder
metastasierenden Krankheitsverlaufe bietet die derzeitige konventionelle Chemotherapie zwar
eine Madglichkeit zur Kontrolle, jedoch ist deren Toxizitat relativ hoch. Daher wird der Nutzen
adjuvanter und neoadjuvanter Chemotherapie und Radiation seit geraumer Zeit in Studien
Uberprift. Gegenstand aktueller Studien sind neue systemische Therapien fir Liposarkome als

Alternative zu den konventionellen Chemotherapeutika (Guan et al., 2015).

2.1.2.1 WDLS/DDLS
WDLS/DDLS ist der haufigste Typ der Liposarkome. Dabei haben WDLS und DDLS keine
bestimmte Pradilektion fir Alter oder Geschlecht und es sind auch keine Risikofaktoren

(beispielsweise Adipositas) bekannt (Tseng et al., 2013).

WDLS und DDLS besitzen eine diagnostisch relevante Amplifikation der chromosomalen Region
12913-15. In dieser Region sind unter anderen die Gene flr den p53-Inhibitor MDM2 (Mouse
double minute 2 homologue) und den Zellzyklusregulator CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4)
lokalisiert. Zur Diagnose werden deren Amplifikation durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

(FISH) oder die Uberexpression ihrer Proteine durch Immunhistochemie (IHC) nachgewiesen.
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Unterscheiden lassen sich WDLS von DDLS durch ihre unterschiedliche pathologische Histologie.
Wahrend WDLS ausschlieRlich Adipozytenproliferation zeigen, sind DDLS durch beides
gekennzeichnet: Sowohl einen adipozytenreichen gutdifferenzierten Anteil als auch durch einen
spindelférmigen, zellreichen dedifferenzierten Anteil (Tseng et al.,, 2013). Weiter unterscheiden
sich WDLS von DDLS durch das Fehlen von Zugewinnen und Amplifikationen von 13q, was

zusatzlich signifikant mit einer schlechteren Prognose korreliert ist (Schmidt et al., 2005).

WDLS sind typischer Weise low-grade Tumoren, wahrend DDLS deutlich aggressiver sind im
Verlauf. Hierbei gilt die Resektion von WDLS allgemein als schwierig, da sie meist tief im
Weichgewebe vorkommen. AulRer der chirurgischen Behandlung bleiben fir WDLS und DDLS die
Behandlungsmdglichkeiten limitiert, da sie oftmals resistent gegeniber konventioneller
Chemotherapie oder Radiotherapie sind. Ausnahme sind WDLS in den Extremitaten, da diese
stets differenziert bleiben, was eine gute Kontrolle durch chirurgische Resektion oder
Radiotherapie moglich macht (Guan et al., 2015).

WDLS/DDLS besitzen eine hohe Wahrscheinlichkeit an lokaler Rekurrenz, die oftmals mit einer
Dedifferenzierung als histologische Form der Tumorprogression einhergeht. So berichten
Singer et al. von einer mindestens einmaligen Rekurrenz bei ungefédhr 40 % der Patienten mit
WDLS, wovon 83 % der WDLS-Patienten ein erneutes WDLS und 17 % ein DDLS entwickelt
hatten. Die WDLS-Patienten mit einer zweiten Rekurrenz entwickelten zu 56 % erneut ein WDLS
und zu 44 % ein DDLS, was vermuten lasst, dass die Wahrscheinlichkeit zur Dedifferenzierung mit
der Rekurrenz steigt. Ein Rezidiv bei Auftreten eines DDLS ist ungeféhr viermal wahrscheinlicher
als bei Auftreten eines WDLS. So entwickelten 80 % der Patienten mit primaren DDLS innerhalb
von drei Jahren eine lokale Rekurrenz. Zudem entwickelten ungefahr 30 % der Patienten mit
DDLS innerhalb von drei Jahren Metastasen, wohingegen die WDLS nicht metastasierten
(Singer et al., 2003).

WDLS und DDLS kénnen zeitgleich (synchron) oder zeitlich versetzt (metachron) in einem
Patienten auftreten und zeigen dabei ahnliche molekulare Eigenschaften. Ob DDLS aus WDLS
hervorgehen oder unabhangig auftreten ist bisher nicht bekannt (Keung et al., 2015). Jedoch gibt
es erste Anhaltspunkte, welche Gene, Faktoren und Signalwege fiir eine mdégliche Progression
von WDLS zu DDLS verantwortlich sein kdnnten. So zeigen Snyder et al. beispielweise eine
Uberexpression des Protoonkogen JUN in einer Mehrzahl von DDLS und deren gutdifferenzierten
Regionen im Vergleich zu reinen WDLS, was Ursache fur eine Progression sein koénnte
(Snyder et al.,, 2009). In ihrer aktuellen Studie schlagen Keung et al einen
Dedifferenzierungs-Mechanismus vor, der den Transkriptionsfaktor KLF6 (Kruppel-Like Factor 6)
beinhaltet. Hierbei konnte epigenetische Repression von KLF6 durch den Histon-Marker
H3K9me3 (Trimethylated lysine 9 of histone H3) zu einer geringeren Expression seiner Zielgene
PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma), C/EBPa (CCAAT /Enhancer-

Binding Protein Alpha) und C/EBPB (CCAAT /Enhancer-Binding Protein Beta) fuhren. Die
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Transkriptionsfaktoren PPARy, C/EBPa und C/EBPB wiederum sind Schlisselregulatoren der
Adipozytendifferenzierung und ihre geringere Expression kénnte somit an der Dedifferenzierung
von WDLS zu DDLS beteiligt sein (Keung et al., 2015).

21.2.2 PLS

Pleomorphe Liposarkome stellen den seltensten und aggressivsten Typ der Liposarkome dar. Sie
gelten als hoch resistent gegenuber allen Behandlungsmaoglichkeiten, sind aber vergleichsweise
selten. Histologisch ahneln die PLS einem anderem nicht-adipozytischen Weichgewebssarkoms,
dem undifferenzierten high-grade pleomorphen Sarkom (vormals malignes fibréses Histiozytom).
Die PLS kennzeichnen eine hohe Zellularitat, zusatzliche pleomorphe Lipoblasten und teilweise
multinukledre Riesenzellen (Fletcher et al., 2013). Molekular lassen sich die PLS nicht von den
UPS unterscheiden und bilden zusammen basierend auf ihren chromosomalen Aberrationen ein
Cluster, das sich aber von anderen schlecht differenzierten Sarkomen mit komplexen
genomischen Aberrationen, wie den LMS, klar abgrenzen Iasst. PLS zeigen haufig Zugewinne von
Chromosom 1, 5p, 19q, 20g und 22q, sowie Verluste von 1q, 2q, 3p, 49, 10q, und 11q
(Idbaih et al., 2005; Schmidt et al., 2005).

Neben der Histologie lassen sich die PLS von den anderen Liposarkomtypen durch das Fehlen
von Zugewinnen von 12q13-15 unterscheiden, was fur die genomisch weniger komplexen
WDLS/DDLS ein charakteristischer molekularer Marker ist. MLS zeigen Ublicherweise keine
chromosomalen Imbalancen und werden uber ihre charakteristische Translokation diagnostiziert
(Schmidt et al., 2005). Weiter werden die auf 122 lokalisierten Gene HSP90 (Heat Shock Protein
90kDa) und SCAP (SREBF Chaperone) stark in PLS exprimiert und kdénnen zur weiteren

Differenzierung von DDLS herangezogen werden (Fritz et al., 2002).

21.2.3 MLS

Die Kategorie der myxoiden Liposarkome bildet mit etwa einem Drittel aller Liposarkome und etwa
10 % aller adulten Sarkome den zweithaufigsten Subtyp der Liposarkome. Hierbei bilden die
myxoiden Liposarkome (low-grade; keine rundzelligen Anteile im Tumor) und die rundzelligen
Liposarkome (high-grade; mehr als 5 % rundzellige Komponenten im Tumor) ein histologisches
Kontinuum dieser Gruppe. Der rundzellige Anteil korreliert hierbei mit aggressiverem
Tumorverhalten und schlechterer Prognose. Auch die Prasenz von Nekrose und eine
Uberexpression von TP53 sind Pradiktoren eines unginstigen Krankheitsverlaufs
(Fletcher et al., 2013).

MLS sind haufig am Oberschenkel lokalisiert, treten meist zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr
auf und metastasieren in etwa 30 % der Falle, bevorzugt in die serésen Haute (Pleura und
Perikard) sowie in das Zwerchfell. In mehr als 95 % der Falle I&sst sich in MLS die chromosomale
Translokation t(12;16)(q13;p11) nachweisen, welche die beiden Gene FUS (Fused in Sarcoma
RNA-Binding Protein) und DDIT3 (DNA-Damage-Inducible Transcript 3) fusioniert. Selten findet
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sich die chromosomale Translokation t(12;22)(q13;q12) als Folge der Fusion von EWSR1 (Ewing
Sarcoma Breakpoint Region 1) mit DDIT3 (Antonescu et al., 2001).

Die Expression des fir MLS charakteristischen Fusionsproteins FUS-DDIT3 fiihrt wahrend der
normalen Adipogenese zu einer Blockade der Differenzierung und zur malignen Transformation.
Bei der normalen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen Gber Adipoblasten hin zu reifen
Adipozyten werden die entscheidenden adipogenen Transkriptionsfaktoren PPARy und C/EBPa
fur die terminale Differenzierung und Expression von reifen Adipozytenmarkern wie FABP4 (Fatty
Acid Binding Protein 4), Adiponektin (ADIPOQ) oder Adipsin (Complement factor D, CFD) bendtigt.
Das onkogene Fusionsprotein FUS-DDIT3 reprimiert wahrend des Differenzierungsprogramms die
Promotoren von PPARy und C/EBPa in den betroffenen mesenchymalen Vorlauferzellen. Dies
fuhrt zu einer Reduktion beider Transkriptionsfaktoren. Zusatzlich hemmt es die Aktivitat der
normalen Translationsinitiation, zumindest von EIFAE (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E),
was die Expression von C/EBPa hin zu einer verkirzten, weniger aktiven Isoform verschiebt und
den feedback-loop zwischen C/EBPa und PPARy abschwacht (Pérez-Mancera et al., 2008).

Wahrscheinlich stellt die FUS-DDIT3-Translokation und der damit verbundene Mechanismus die
Hauptursache fiir die Tumorigenese von MLS dar. Dazu zeigt sich die allgemein vergleichsweise
niedrige Mutationsrate fir Sarkome auch in Liposarkomen. Exemplarisch verdeutlicht dies die
Studie von Taylor et al. Uber Alterationen, die zur Liposarkomgenese beitragen koénnten. Sie
identifizieren hierbei eine moderate somatische Mutationsrate in DDLS mit ungeféhr
0,53 Tumor-spezifischen Mutationen pro Million Basen (Taylor et al., 2011). Trotzdem werden
auch einige wichtige Mutationen beschrieben, welche mdglicherweise die Entstehung oder
Progression von MLS beguinstigen kénnen. Sowohl Killela et al., als auch Koelsche et al. berichten
von (74-80 %) rekurrente Mutationen im Promotor von TERT (Telomerase Reverse Transcriptase)
in einem Grolteil der analysierten MLS-Falle (Killela et al., 2013; Koelsche et al., 2014). Ebenso
entdecken Barretina et al. und Joseph et al haufig Mutationen des Gens
PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic Subunit Alpha) in MLS, was
Indiz flr eine Beeintrachtigung des PI3K-AKT-Signalwegs in MLS sein kann. Das
Tumorsuppressorgen TP53 hingegen liegt in den meisten MLS-Fallen als wildtyp vor
(Joseph et al., 2014; Barretina et al., 2010).
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2.1.2.3.1 Therapie von MLS

2.1.2.3.1.1 Konventionelle zytotoxische Chemotherapie

Neben der chirurgischen Resektion und der Radiotherapie stellt die neoadjuvante und adjuvante
Chemotherapie eine Mdglichkeit zur Behandlung von MLS dar. Diese zeigen generell eine héhere
Sensitivitdt gegenitiber Chemotherapeutika im Vergleich zu den anderen Liposarkomen mit

fortgeschrittenen oder metastasierenden Krankheitsverlaufen (Guan et al., 2015).

Die derzeitigen Chemotherapeutika fir Patienten mit inoperablen und oder metastasierenden MLS
basieren auf Daten von Studien, die meist alle Typen an Weichgewebssarkomen umfassen. Zur
derzeitigen Standarderstlinientherapie werden daher Anthracycline (hauptsachlich Doxorubicin) in
Monotherapie oder in Anthracyclin-basierenten Kombinationen mit Ifosfamid und Dacarbazin
verwendet. Kombinationen von Doxorubicin und Ifosfamid zeigen objektive Ansprechraten von
43 % in MLS-Patienten und sind daher oft die erste Wahl bei der Behandlung. Als
Zweitlinientherapie werden oftmals Gemcitabin und Docetaxel ohne die Kombination mit einem

Anthracyclin verwendet.

In den letzten 20 Jahren zeigte sich fir alle Weichgewebssarkome neben den objektiven
Ansprechraten, allgemein ein mittleres Uberleben von acht bis 13 Monaten, beginnend beim Start
der Erstlinientherapie einer Anthracyclin-basierenden Chemotherapie. Das mittlere Uberleben fiir
Patienten, bei denen die konventionelle Chemotherapie mit einem Anthracyclin oder Ifosfamid
versagt hat, lag im Bereich von sechs Monaten. Daher fokussieren sich die meisten

Wirksamkeitsstudien auf die progressionsfreie Rate von Patienten (Tseng et al., 2013).

2.1.2.3.1.2 Neue systemische Therapien

Neben der konventionellen zytotoxischen Chemotherapie gewinnen neue systemische Therapien
von Tumorerkrankungen immer mehr an Bedeutung. Hierbei kommen Agentien zum Einsatz, die
hoch spezifisch einem Mechanismus der Tumorentstehung, -proliferation oder -progression
entgegenwirken. Ziel soll eine bessere Vertraglichkeit fir den Patienten aufgrund geringerer Dosis
und Nebenwirkungen mit besseren Ansprechen und ginstigerer Prognose sein. Systemische
Therapien kénnen Teil einer stratifizierten Medizin sein: Dank genauer Diagnose des Tumors mit
seinen molekularen Eigenschaften und urséchlichen Entstehungsmechanismen kann die
bestmdgliche Therapie individuell fur einen Patienten gewahlt werden. Weiter lasst sich die
Behandlung im Verlauf an mdgliche molekulare Veranderungen eines Tumors anpassen. Daher
werden zurzeit zahlreiche praklinische und klinische Studien mit neuen potentiellen systemischen

Therapeutika, wie unter anderen Trabectedin und Dasatinib, durchgeflhrt.

2.1.2.3.1.2.1 Trabectedin
Trabectedin (Yondelis®, Ecteinascidin-743, ET-743) wurde urspriinglich aus der Seescheide
Ecteinascidia turbinata isoliert und ist ein innovatives Chemotherapeutikum, das 2007 von der

Europdischen Arzneimittel-Agentur (EMA) fur die Zweitlinientherapie von Weichgewebesarkomen
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zugelassen wurde. Trabectedin bindet an Guanin der kleinen Furche der DNA und induziert
Doppelstrang-Briiche (DSB). Die allgemeinen Reparaturmechanismen fur DSB sind Homologe
Rekombination (HR) und nicht-homologes end-joining (NHEJ), was fir die Wirkung von
Trabectedin von besonderer Bedeutung ist. Zellen ohne HR-Mechanismus sind 100-fach sensitiver
gegenuber einer Behandlung mit Trabectedin. Hingegen zeigen Zellen ohne NHEJ-Mechanismus
keinerlei Unterschiede in ihrer Sensitivitat. Das fehlen des HR-Mechanismus ist ebenfalls mit
einem Zellzyklusarrest in der S-Phase und Apoptose assoziiert (D’Incalci & Galmarini, 2010).
Weiterhin verdrangt Trabectedin in MLS das Fusionsprotein FUS-DDIT3 von seiner gebundenen
DNA und hindert die Aktivierung von Zielgenen und die damit einhergehende onkogene
Transformation (Di Giandomenico et al., 2013). Mit Trabectedin behandelte MLS-Patienten zeigten
im Vergleich zu vor Behandlungsbeginn deutlich geringere Tumordichten einschlieBlich Reduktion
der TumorgréfRe (Grosso et al., 2007). Neben dem direkten Effekt auf die Inhibition des
Zellwachstums besitzt Trabectedin eine anti-inflammatorische Wirkung. Trabectedin behindert
hierbei die  Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin 6  (IL6),
Interleukin 8 (CXCL8), CCL2 (Chemokine (C-C Motif) Ligand 2), VEGFA (Vascular Endothelial
Growth Factor A) und Pentraxin3 (PTX3), was schlieBlich zu einer Reduktion der

Tumor-assoziierten Infiltration von Makrophagen flhrt (Germano et al., 2010).

2.1.2.3.1.2.2 Dasatinib

Dasatinib (Sprycel®, BMS-354825) ist ein oraler niedermolekularer
Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI), der seit 2010 von der EMA flr die Erstlinientherapie von
chronischer myeloischer Leukdmie (CML) und Philadelphia-Chromosom-positiver akuter
lymphatischer Leukédmie (Ph+ ALL) zugelassen ist (Hochhaus & Kantarjian, 2013). Zu den
inhibierten Kinasen zahlen unter anderem das Fusionsprotein der Gene BRC (Breakpoint Cluster
Region) und ABL (Abelson Tyrosine Protein Kinase 1), die Familie der
SRC-non-Rezeptor-Tyrosinkinasen (SRC, LCK, HCK, YES, FYN, FGR, BLK, LYN, FRK (Fyn-
Related Src Family Tyrosine Kinase)), Rezeptor-Tyrosinkinasen (KIT, PDGFR (Platelet-Derived
Growth Factor Receptor), DDR1 (Discoidin Domain Receptor Tyrosine Kinase 1), DDR2 (Discoidin
Domain Receptor Tyrosine Kinase 2), FMS, Ephrin-Rezeptoren) und die Familie der

TEC-non-Rezeptor-Tyrosinkinasen (TEC, BTK (Bruton Agammaglobulinemia Tyrosine Kinase)).

Willems et al. berichten bei ihrer in vitro Analyse von vier primaren MLS und zwei MLS-Zelllinien
(MLS-1765 und MLS-402) von einer signifikanten Aktivierung des SRC-Kinase-Signalweges,
weshalb sie anschlieBend die Zellen mit Dasatinib behandeln. Dies zeigt milde Effekte auf deren
Viabilitdt (maximal 40 % Reduktion) mit einer deutlichen Inhibierung der SRC-Kinaseaktivitat. Sie
vermuten, dass der Cross-Talk anderer Signalwege die Wirkung von Dasatinib reduziert. Daher
erachten sie Dasatinib als besser geeignet flr eine Kombinationstherapie, als fir eine
Monotherapie von MLS (Willems et al., 2010).
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Sievers et al. kdbnnen ebenfalls eine Aktivierung der SRC-Kinase in primaren Liposarkomen, sowie
in MLS- und PLS-Liposarkomzelllinien identifizieren. lhre Behandlung der Zellen mit Dasatinib
reduziert die Viabilitdt aller Subtypen, wovon die MLS am sensitivsten reagieren.
Durchflusszytometrieanalysen bestatigen darauf, dass diese Effekte auf gesteigerter Apoptose und
verringerter Proliferation beruhen. Weiter fuhrt Dasatinib zu einer verminderten Invasion und
Migration der Tumorzellen. Aufgrund seines hohen klinischen Potentials, empfehlen Sievers et al.,
dass Dasatinib in Kombinationsansatzen fir die Therapie von WDLS/DDLS und MLS verwendet
werden sollte, um die SRC-Kinase neben IGF1R (/Insulin-Like Growth Factor 1 Receptor) zu
inhibieren (Sievers et al., 2015).

Die Wirksamkeit von Dasatinib bei der Behandlung von fortgeschrittenen Liposarkomen wird
derzeit im Rahmen einer Phase |I-Studie (NCT00464620) evaluiert.

2.1.2.3.1.2.3 Weitere potentielle neue systemische Chemotherapeutika

Das Behandlungspotential von weiteren Chemotherapeutika fir MLS wird derzeit in aktuellen
Studien untersucht. Diese umfassen oft alle Subtypen der Liposarkome und ihr Status befindet
sich im Moment von der abgeschlossenen Behandlung von wenigen Patienten bis hin zu
laufenden klinischen Phase II-Studien. Die Agentien mit denen die MLS dieser Studien behandelt
werden umfassen den DNA-minor-groove-Binder Brostallicin (Leahy et al., 2007; NCT00633165),
PPARy-Agonisten, wie Trogliatazone (Demetri et al., 1999), Rosiglitazone (Debrock et al., 2003;
NCT00004180) und Efatutazone (Pishvaian et al., 2012; NCT02249949), sowie unterschiedliche
Inhibitoren der Tyrosinkinase-Rezeptoren, wie Pazopanib (Sleijfer et al., 2009; NCT01692496),
Sorafenib (von Mehren et al., 2012) und Sunitinib (Mahmood et al., 2011). Weitere Studien mit
einer grolReren Patientenzahl sind derzeit initiiert. Basierend auf diesen Studien kénnen die derzeit
vielversprechenden Ergebnisse, im Bezug auf die Wirksamkeit bei der Behandlung von MLS,

besser evaluiert werden.

2.2 SOX-Transkriptionsfaktoren

Der Transkriptionsfaktor SRY (Sex-determing region Y) wurde als erstes einer Reihe von
Mitgliedern der SOX-Transkriptionsfaktorfamilie entdeckt und beschrieben. Weitere SOX-Gene
wurden im Anschluss aufgrund ihrer Homologie zur HMG-Box-Doméane von SRY identifiziert. Aus
diesem Grund tragen die Mitgliedern der SOX-Transkriptionsfaktorfamilie das Akronym SOX fir
SRY-related HMG-Box, gefolgt von einer Nummer, gemal der Reihenfolge ihrer Entdeckung
(Lefebvre et al., 2007). Unter Bericksichtigung der bis dahin entdeckten SOX-Gene als Orthologe
anderer Spezies (beispielsweise ist murines Sox12 ein Ortholog des humanen SOX22) existieren
derzeit 20 SOX-Gene im Saugetiergenom (Schepers et al., 2002). Basierend auf der Homologie
der HMG-Box-Doméne lasst sich die SOX-Familie in acht Gruppen (A bis H), mit den zwei
Untergruppen B1 und B2, gliedern (Abbildung 2). Nicht nur in ihrer HMG-Box-Doméane sind

SOX-Proteine der gleichen Gruppe zu einem hohen Grad identisch (allgemein zwischen 70-95 %),
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sondern auch in ihrer ubrigen Aminosauresequenz. Dies spiegelt sich in ahnlichen biochemischen

Eigenschaften von SOX-Proteinen der gleichen Gruppe wider (Lefebvre et al., 2007).

E Sox10 C

Sox8 Sox15
Sox9 Sox1 B1
Sox3 Sox2

Sox14
Sox21 B2

Hmgb1
Sox18

F Lef1
Tcf7
Sox7 5ox17

Sox12 Sox11 Sry SSox56 H
oX
C Sox4 A Sox13 D

Abbildung 2: Gruppierung der Sox-Proteine.

Der phylogenetische Baum zeigt die acht Gruppen der Sox-Proteine (A-H, mit den zwei Untergruppen B1
und B2). Die Lange der Zweige basiert auf einer diskreten Distanzmatrix, die mit dem
Neighbour-Joining-Verfahren der High-Mobility-Group (HMG)-Doméanen der murinen Sox-Proteine im
Vergleich zur HMG-Doméne von Lefl/Tcf7 (Lymphoid Enhancer Binding Factor 1/ T-Cell specific
Transkription Factor 7) und Hmgb1 (High Mobility Group Box 1) erstellt wurde (Kamachi & Kondoh, 2013).

2.2.1 Funktionen der SOX-Proteine

Anfanglich wurden die SOX-Proteine als Regulatoren zahlreicher Entwicklungsprozesse
charakterisiert. Sie haben Funktionen in Stammzellen, wahrend der frihen Embryogenese, der
Gastrulation, der neuralen Induktion, der Bildung unterschiedlicher Organe und Gewebe, sowie bei
der Spezifikation und Differenzierung vieler Zelltypen (Guth & Wegner, 2008). Inzwischen gibt es
Hinweise darauf, dass die SOX-Proteine zusatzliche Funktionen bei der Homobostase und
Regeneration von adulten Geweben besitzen. Dariber hinaus ist eine Dysregulation von
SOX-Transkriptionsfaktoren eine mogliche Ursache von kongenitalen Erkrankungen und Krebs
(Sarkar & Hochedlinger, 2013).

Allgemein haben die SOX-Proteine die Aufgabe Gene transkriptionell zu regulieren. Dies wird
durch die HMG-Box-Doméane ermdglicht, die DNA mit der allgemeinen Konsensus-Sequenz
5°-(AIT)(A/IT)CAA(A/T)-3" binden kann (Harley et al., 1994). Dieses Motiv ist sehr kurz und
variabel, weshalb es sehr haufig im gesamten Genom vorkommt und das spezifische
Unterscheiden von Bindestellen prinzipiell ausschlief3t. Wie SOX-Proteine dennoch verschiedene

Bindestellen identifizieren, konnte durch eine unterschiedliche Praferenz fir bestimmte
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angrenzende Nukleotide der hexameren Kernsequenz oder Varianten der Hexamere selbst erklart
werden. Dieses Konzept ist jedoch bisher noch nicht vollstandig verstanden und bildet daher keine
Grundlage fir die Bindestellen-Pradiktionsalgorithmen der in silico-Analysen. Ebenfalls wichtig ist,
dass fiir einige SOX-Transkriptionsfaktoren ein Binden an DNA-Sequenzen von Zielgenen in vivo
gezeigt wurde, die nur teilweise der Konsensus-Sequenz in vitro entsprachen. Dies erschwert die
Suche nach Bindestellen in der Praxis. Deutlich wird, dass in vivo die DNA-Sequenz nicht der

einzige Faktor fur das direkte Binden eines SOX-Proteins an sein Zielgen sein kann.

Testet man sie isoliert, so binden SOX-Proteine die DNA nicht nur mit geringer Sequenzspezifitat,
sondern auch mit einer geringeren Affinitit (Kq=107-10°M) als die meisten
Transkriptionsfaktoren (Kg=10°-10"" M). Deshalb nutzen manche SOX-Proteine besondere
Anordnungen von benachbarten Bindestellen, um ihre Binde-Effektivitat zu erhéhen. Dies kdnnte
der Grund fur die haufig héhere Anzahl an Bindestellen in den regulierten Promotorregionen sein.
Diese Bindestellen, wovon eine in ihrer Sequenz von der eigentlich definierten Bindesequenz
abweichen kann, werden zur Bildung von Dimeren durch kooperatives Binden der DNA bendtigt.
Das bilden von Dimeren kann auch zuvor in Losung erfolgen, bevor die DNA gebunden wird.
Hierbei kbnnen diese sowohl als konstitutive Homo- als auch Heterodimere aufgebaut sein. Neben
den dimeren Bindestellen existieren weitere Verbundelemente, bei denen sich eine
SOX-Bindestelle in der unmittelbaren Nachbarschaft zu einer Bindestelle eines
nicht-SOX-Transkriptionsfaktors  befindet. In  diesem Fall bestimmen meist die
Protein-Protein-Oberflacheninteraktionen zwischen den Transkriptionsfaktoren, welches der

SOX-Proteine bindet, um den Enhancer zu aktivieren (Wegner, 2010; Lefebvre et al., 2007).

Die meisten SOX-Proteine besitzen zusatzlich zu ihrer HMG-Box-Domane eine oder mehrere
weitere funktionelle Domanen, welche hochkonserviert zwischen den Orthologen und Mitgliedern
einer Gruppe sind, mit Ausnahme SRY (Abbildung 3). Diese Doméanen koénnen in die
Dimerisierung, in Transrepression oder Transaktivierung (TA) involviert sein. Hierbei ist die
Struktur der TA-Domanen, wie bei den meisten Transkriptionsfaktoren, schlecht analysiert. Sie
zeigen erhebliche Unterschiede in ihrer primdren Aminosduresequenz, was wiederum eine
Interaktion mit unterschiedlichen Coaktivatoren und unterschiedlichen Komponenten der
allgemeinen Transkriptionsmaschinerie denkbar macht. DarlUber hinaus besteht Hinweis darauf,
dass sich die TA-Doméanen moglicherweise unter dem Einfluss interagierender

Transkriptionsfaktoren restrukturieren kénnen.

Generell sind die meisten SOX-Proteine Aktivatoren der Transkription. Jedoch kann die Menge
eines SOX-Proteins flr seine Funktion entscheidend sein und muss daher in vivo streng
kontrolliert werden. Beispielsweise kann eine zu hohe Abundanz aus einem Aktivator einen
Repressor machen. Allerdings wurde in den meisten Studien das intrazellulare SOX-Protein selten
quantitativ betrachtet (Wegner, 2010; Lefebvre et al., 2007).

15



Weiter beinhaltet die SOX-HMG-Box-Domane zwei Nukleare-Lokalisations-Doméanen, die
unabhangig voneinander und hochkonserviert in allen SOX-Proteinen vorliegen. Ob nukleéarer
Import und Export zu den allgemeinen Mechanismen zahlt, die die SOX-Proteinaktivitat in vivo
regulieren, ist nur fir wenige Sox-Proteine erforscht. Meist wird beschrieben, dass die
SOX-Proteine im Nukleus lokalisiert sind (Lefebvre et al., 2007).

Zusatzlich zu ihrer Funktion als echte Transkriptionsfaktoren, die sequenzspezifisch an DNA
binden, sind die SOX-Proteine in der Lage die DNA-Struktur tber ihre HMG-Box-Domane zu
beeinflussen. So kann die HMG-Box-Domane Anderungen des DNA-Biegungswinkels induzieren,
was anderen Transkriptionsfaktoren die DNA-Bindung oder das Bilden von aktiven
Proteinkomplexen ermdglichen kann. Bisher konnte allerdings fur kein SOX-Protein eine

primar-strukturgebender Mechanismus gezeigt werden (Wegner, 2010; Lefebvre et al., 2007).

Neben dem starken direkten Einfluss auf die Transkription gibt es auch Hinweise fur zusatzliche
indirekte Mechanismen der SOX-Proteine. So Uben sie zumindest einige ihrer Funktionen aus,
indem sie durch Komplexbildung die Bioverfligbarkeit anderer Transkriptionsfaktoren und

Cofaktoren verandern (Wegner, 2010).

A Sry [ | 395 aa
B1 Sox2 | ‘ ———1319aa

B2 Sox14 [EI 240 aa

G Sox15[ I ] 231aa

C Sox11 [ TN — | 395aa
F sox18[ T
E Sox9[ T — | 507 aa

D Sox5 | EELEE B  |763aa

H Sox30 | R [ | 782 aa

Abbildung 3: Struktur der Sox-Proteine.

Die abgebildeten Proteinstrukturen zeigen reprasentativ fir jede Gruppe die funktionellen Doméanen der

DNA-binding HMG domain

Transcriptional activation domain

| Transcriptional repression domain

Group B homology

Dimerization domain

& Coiled-coil domain or its remnant

w
N
N
Q
Q

murinen Sox-Proteine. Die gezeigten Basisstrukturen sind hochkonserviert zwischen allen Mitgliedern einer
Gruppe (Kamachi & Kondoh, 2013).
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2.2.2 Die SOX-Gruppe C

Die SOX-Gruppe C der Familie der SOX-Transkriptionsfaktoren wird durch die Gene SOX4,
SOX11 und SOX12 gebildet. Wie die meisten SOX-Gene, haben alle drei Gene dieser Gruppe ihre
wesentliche Aufgabe wahrend der Embryogenese. lhre jeweilige Expression kann zusammen mit
einem oder zwei weiteren Genen der SOX-Gruppe C stattfinden und differenziell, teilweise auch
sequenziell erfolgen (Chen et al., 2015; Bergsland et al., 2006). Im Falle einer Coexpression ist die
Funktion von Sox-Proteinen einer Gruppe oft redundant. Grund hierfir kénnen neben
synergistischen auch antagonistische Effekte sein. Abhangig ist dies von der jeweiligen Phase des

Entwicklungsprozesses und des individuellen Zelltyps (Wegner, 2010).

Die mRNA aller drei Gene der Sox-Gruppe C wird in den Geweben des zentralen und peripheren
Nervensystems von embryonalen Mausen exprimiert. Dies schliet das Gehirn, das Neuralrohr,
die Retina, das olfaktorische Epithel, das Cochlea-Epithel und das Spinalganglion mit ein. Weiter
zeigt das Mesenchym des Skeletts und der Gonaden, sowie das Epithel und Mesenchym der
Lunge, der Niere und des Mitteldarmtraktes eine Expression aller drei Gene der Sox-Gruppe C. In
der Anlage der Augenlieder und des Gaumenfortsatzes findet sich eine differenzielle
Genexpression, wobei Sox77 und Sox12, jedoch nicht Sox4, exprimiert werden. Genauso werden
im Herzen Sox4 und hohe Mengen Sox172, jedoch nicht Sox71, differenziell exprimiert. In der
Anlage der Zahne, in der Milz, im Thymus und den Haarfollikel wird hauptsachlich Sox4 exprimiert
(Dy et al., 2008; Hoser et al., 2008).

Darlber hinaus analysierten Lioubinski ef al. die Expression der Gene der Sox-Gruppe C im
Pankreas von embryonalen Mausen. Hierbei zeigte sich eine Sox72-Expression nur selten und nur
in einer sehr frihen embryonalen Phase. Hingegen wird Sox7171 im Pankreas wahrend der
gesamten Embryonalentwicklung exprimiert. In den spateren Phasen der Entwicklung findet auch
eine Sox4-Expression statt. Beschrankt sich zu Beginn der embryonalen Entwicklung die
Expression von Sox771 fast ausschlieBlich auf das Mesenchym des Pankreas, das beide
Epithelknospen umgibt, findet man es spater nur noch in den Epithelzellen und in den
Langerhans’schen Inseln. Die Sox4-Expression findet man fortwdhrend im Epithel, den

Langerhans’schen Inseln und den exokrinen Drusenzellen des Pankreas (Lioubinski et al., 2003).

Sox4-mRNA wird auch in der Tibia embryonaler Mause in den Zonen des mineralisierenden
Knorpels exprimiert. Diese Expression besteht Uber die primare Ossifikation hinaus, in den
hypertrophierenden Chondrozyten (Reppe et al., 2000).

Wabhrscheinlich besitzen die Gene der SOX-Gruppe C einen unterschiedlichen Stellenwert fiir die
Embryonalentwicklung. So erliegen Mause mit homozygoter Sox4-Deletion als Embryo ab
Tag E14 einem Kreislaufversagen und haben unterschiedliche Entwicklungsdefekte des Herzens
(Schilham et al., 1996). Auch Mause mit homozygoter Sox1717-Deletion sterben als Embryo mit

schweren Organdefekten (Sock et al., 2004). Im Gegensatz dazu scheint Sox72 eine weniger
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essentielle Rolle in der Embryonalentwicklung einzunehmen, da sich Mause mit homozygoter

Sox12-Deletion normal entwickeln und vital sind (Hoser et al., 2008).

Neben der Embryonalentwicklung findet sich auch in einigen wenigen adulten Geweben eine
Expression der Gene der SOX-Gruppe C. So konnten hohe Expressionslevel von Sox4 in Thymus,
Testes und Ovarien adulter Mause und geringe Expressionslevel in Lymphknoten, Lunge und
Herzen nachgewiesen werden. Im gesamten Gehirn von neonatalen Mause lasst sich ebenfalls
eine Sox4-Expression detektieren. Diese nimmt aber im Verlauf der weiteren Entwicklung ab.
Ebenso findet sich eine Sox4-Expression in den unreifen B- und T-Zell-Lymphozyten adulter
M&use (van de Wetering et al., 1993). SOX71 wird laut Meta-Analyse fast ausschlieRlich in der
Prostata im adulten Normalgeweben exprimiert. Daneben gibt es wenige Hinweise auf eine
Expression in mesenchymalen Stammzellen (Brennan et al., 2009). Die mRNA von SOX172 wird in
allen humanen adulten Geweben exprimiert, darunter vor allem im Herz, im Pankreas, den Testes
und den Ovarien (Jay et al., 1997).

Zusammenfassend werden die Gene der SOX-Gruppe C wahrend der Embryonalentwicklung in
neuronalen und mesenchymalen Geweben zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit zeitlich
komplexem Verlauf exprimiert. Eine Expression in adulten Geweben findet sich unter

physiologischen Bedingungen, mit Ausnahme von SOX12, dulRerst selten.

2.2.3 SOX11
SOX11 (SRY (Sex-determining region Y)-Box 11) ist ein 8718 bp langes Gen ohne Intron, das auf

Chromosom 2p25.2 lokalisiert ist. Das Protein besteht aus 441 Aminosauren und besitzt zwei
funktionelle Doméanen: Die HMG-Box-Domane am Amino-Terminus (Aminosauren 47 bis 122) und
die Transaktivierungs-Domane am Carboxy-Terminus (Aminosauren 408 bis 441). Zwischen den
drei Proteinen der SOX-Gruppe C ist die Aminosauresequenz der HMG-Box-Domane zu 84 % und
die der TA-Domane zu 66 % identisch (Dy et al., 2008).

Wie bereits erwahnt wird SOX11 weitreichend wahrend verschiedener Phasen der
Embryonalentwicklung exprimiert. Es nimmt eine entscheidende Rolle in der embryonalen
Neurogenese ein, indem es die Reifung von neuronalen Vorlauferzellen férdert und an der
Gestaltung und Erhaltung der Dendriten von frih-entwickelten Neuronen des Cortex beteiligt ist
(Bergsland et al., 2006; Chen et al., 2015).

Weiter ist SOX11 an der embryonalen Entwicklung der Zellen der Neuralleiste und deren
Nachkommen beteiligt. Die Expression in den mesenchymalen und epithelialen Kompartimenten
deutet auf einen Anteil an der embryonalen Um- und Neugestaltung von Geweben hin, woméglich
im Rahmen der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT). Sox77-defiziente Mause sterben
frih nach der Geburt an kongenitaler Zyanose aufgrund schwerer Defekte des Herzens. Des

Weiteren zeigen sie eine Asplenie, eine Hypoplasie von Lunge, Magen und Pankreas, sowie eine
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verspatete Ossifikation. Letzteres weist ebenfalls auf eine Beteiligung an der Osteogenese hin
(Sock et al., 2004). Sox11 ist wahrscheinlich auch in die morphogenetischen Prozesse der frihen
Augenentwicklung involviert, da Sox1717-defiziente Mause auch zahlreiche schwere Augendefekte
bei der Geburt aufweisen (Wurm et al., 2008).

Nach der Embryonalentwicklung, im adulten Gewebe, hat SOX71 nur noch Anteil an wenigen
Prozessen. So findet sich eine sehr geringe SOX11-Expression in den adulten Geweben des
Diunn- und Dickdarms, des Herzens und des Gehirns (Weigle et al., 2005). Weiter weisen die
Prostata und seltener mesenchymale Stammzellen eine Expression von SOX11 auf
(Brennan et al., 2009).

Darlber hinaus exprimieren periphere Nerven nach Verletzung SOX11. Wahrscheinlich ist es dort
am Neuritenwachstum beteiligt und nimmt eine wichtige Rolle bei der Regeneration der Axone ein
(Patodia & Raivich, 2012). Neuere Studien in Mausen beschreiben, dass eine forcierte
Sox11-Expression effektiv die Regeneration von Nervenschaden fordert. Sox11 wird nicht in den
Neuronen des Spinalganglions und der Pyramidenbahn nach zentraler spinaler Axonverletzung
hochreguliert. Wird die Expression von Sox11 jedoch forciert, ist dies ausreichend um das
Wachstum der Axonen der Pyramidenbahn zu steigern. Die Funktion des Bewegungsapparates
wird dabei aber nicht wiederhergestellt (Wang et al., 2015). Ahnlich beginstigt eine forcierte
Sox11-Expression die Wiederherstellung des Rickenmarks nach vorangegangener Verletzung.
Grund hierfur kdnnte eine neuronale Differenzierung der endogenen neuralen Stammzellen sein,

die wahrend der Regeneration in das Rickenmark migrieren (Guo et al., 2014).

Um seine Funktion auszuiben, muss SOX11 mit seiner HMG-Box-Doméne die DNA binden. Fir
humanes SOX11 ist jedoch bisher keine explizite DNA-Bindesequenz definiert worden. Die
JASPAR-Datenbank (Mathelier et al., 2014) verzeichnet fiur Sox11 ausschlieBlich zwei
Bindesequenzen in Mus Musculus 5-AATTGT-3" und 5-AACAA(A/T)-3°, wobei letztere die
wahrscheinlichere fur die humane DNA-Bindung darstellt. Dennoch konnte das
SOX11-DNA-Bindemotiv 5-ACAA(A/T)-3" (bzw. 3'-(T/A)TTGT-5" auf dem komplementaren DNA-
Strang) in Chromatin-Immunoprazipitations (ChIP)-Experimenten unabhangig voneinander in
murinen Embryonalstammzellen und in humanen Mantelzell-Lymphomen (MCL) identifiziert
(Bergsland et al., 2011; Kuo et al., 2014).

Interessant ist, dass die DNA von Sox11 in vitro nur sehr schwach gebunden wird (beispielsweise
in Elektromobilitatshift-Assays (EMSA)). Grund hierflr scheint eine auto-regulatorische Region in
Sox11 zu sein, welche die HMG-Box-Domane am Binden der DNA hindert. Diese Inhibition kann
durch Protein-Protein-Interaktionen der TA-Domane von Sox11 aufgehoben werden. /n vivo hat
dieser auto-regulatorische Inhibierungsmechanismus allerdings keine Relevanz, wie es

beispielsweise in HeLa-Zellen gezeigt werden konnte (Wiebe et al., 2003).
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Zu etablierten direkten Zielgenen von SOX11 zahlt TUBB3 (Tubulin beta, Class Ill). TUBB3 ist eine
der sieben Tubulin-Isoformen des humanen Genoms und wird hauptsachlich in neuronalen
Geweben exprimiert, wo es die Bildung der Microtubuli reguliert. Darlber hinaus gilt es als
prognostischer Marker fiir solide Tumoren. Zahlreiche ChIP-Experimente in murinen und humanen
Zelllinien, sowie Dosis-abhdngige EMSAs zeigen ein direktes Binden der Promotor-DNA von
TUBB3 durch SOX11 in vitro. Weiter wurde die direkte Regulation von Tubb3 durch Sox11 in den
neuronalen Geweben von Mausen in vivo bestatigt (Dy et al., 2008; Bergsland et al., 2006;
Wang et al., 2010; Bergsland et al., 2011; Sha et al., 2012).

LHX2 (LIM Homeobox 2) kénnte ein weiteres potentiell direktes Zielgen von SOX11 sein. LHX2 ist
ein Transkriptionsfaktor, der an der Kontrolle der Zelldifferenzierung bei der Entwicklung von
lymphoiden (B-Zellen) und neuralen Zellen (Gehirn, Auge) beteiligt ist. So wurde LHXZ2 in frihen
Neuronen, die aus murinen embryonalen Stammzellen gewonnen wurden, und bei der
umfangreichen Analyse von MCL-Zelllinien als direktes Zielgen von SOX11 identifiziert
(Bergsland et al., 2011; Vegliante et al., 2013).

Neben LHX2 wurde auch CD24 (Cluster of Differentiation 24) als weiteres potentiell direktes
Zielgen von SOX11 in MCL-Zellen gefunden. CD24 ist ein
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-geankertes Glykoprotein, das auf der Oberflache der meisten
B-Lymphozyten und differenzierenden Neuroblasten gefunden wird. Zudem konnte gezeigt
werden, dass CD24 in neuronalen SH-SY5Y-Zellen wahrscheinlich zu einem Cluster an
SOX11-Zielgenen auf Chromosom 6 gehért. (Wang et al., 2010; Vegliante etal., 2013;
Sha et al., 2012).

2.2.3.1 Die Rolle von SOX11 in der Tumorigenese

Allgemein ist die funktionelle Bedeutung der SOX-Transkriptionsfaktoren in der Tumorigenese nur
wenig erforscht. Die meisten Publikationen korrelieren den Expressionsstatus der SOX-Gene in
Tumoren mit Tumoreigenschaften und —verhalten. Uber die kausalen ZusammenhZnge von

SOX11 und der Tumorigenese ist nur wenig bekannt.

Beispielsweise konnte SOX11 in 81,67 % der untersuchten Prostatahyperplasien nachgewiesen
werden, jedoch nur in 16,67 % der Prostatakarzinome. Weiter konnte nach Uberexpression von
SOX11 in Prostatakarzinomzellen in vitro eine verminderte Migration und Invasion beobachtet
werden (Yao et al., 2015).

Xu et al. untersuchten die SOX11-Expression in primadren Magenkarzinomen, korrespondierender
nicht-maligner Mukosa, finf Magenkarzinom- und einer Mukosazelllinie. Dabei fanden sie in den
Karzinomen im Vergleich zu den nicht-malignen Geweben und Zellen eine signifikant geringere
SOX11-Expression. Als moégliche Ursache hierfir vermuten sie eine Promotor-Hypermethylierung
von SOX71. Ebenso korrelierte DNA-Hypermethylierung mit schlechter Prognose und die

Azacitidin-Behandlung von Magenkarzinomzellen fiihrte zu einer Re-expression von SOX11.
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Weiter flhrte die Behandlung mit Azacitidin zu einer Inhibierung der Proliferation, weshalb sie von
einer Wirkung von SOX11 als Tumorsuppressorgen in Magenkarzinomen ausgehen
(Xu et al., 2015). Ahnliches beschrieben zuvor Qu et al., die eine reduzierte Migration und Invasion
von Magenkarzinomzellen nach SOX11-Uberexpression in vitro und in vivo zeigen. Sie
identifizierten zudem SOX11 als prognostischen Faktor fir das Uberleben von Patienten mit

Magenkarzinom und als potentiellen Marker fur einen intestinalen Subtyp (Qu et al., 2014).

In Nasopharynxkarzinomen kdénnte SOX11 ebenfalls eine tumorsuppressive Rolle einnehmen.
Zhang et al. untersuchten hierzu Karzinome und chronisch inflammatorische Gewebe des
Nasopharynx auf ihre SOX11-Expression und dessen Promotor-Methylierungsstatus. Dabei
zeigten alle unmethylierten Karzinome und alle chronisch inflammatorischen Gewebe eine starke
SOX11-Expression, alle methylierten Karzinome eine schwache. Ebenso reduzierte sich das
Zellwachstum und das Invasionsverhalten einer Nasopharynxkarzinomzellinie, nachdem diese mit
Decitabin behandelt wurde und SOX11 re-exprimierte (Zhang et al., 2013).

Korkolopoulou et al. bestarken die tumorsuppressiven Eigenschaften von SOX11. Bei ihrer
Untersuchung einer Patienten-Kohorte mit supratentoriellen diffus infiltrierenden Astrozytomen
(Grade 11-IV) und einer aus Glioblastompatienten bestehenden Validierungskohorte fanden sie
eine SOX11-Expression in allen Astrozytomen und 93 % aller Glioblastome. Dies steht im Einklang
mit der Studie von Weigle et al., die eine Uberexpression von SOX71 in ihrer Kohorte von
malignen Gliomen identifizierten (Weigle et al., 2005). Dabei stellt sich SOX11 als unabhangiger
prognostischer Faktor dar, dessen hohe Expression mit einem besseren Gesamtiberleben
korreliert (Korkolopoulou et al., 2013). Eine Bedeutung von SOX11 fur neurologische Tumoren
zeigt sich auch in tumorigenen murinen Gliomzellen. Diese haben ihre Sox11-Expression in vivo
verloren und eine Sox11-Uberexpression in vitro inhibiert die Tumorigenese durch neuronale
Differenzierung. Hide et al. vermuten diese Eigenschaften auch in humanen Gliom-initiierenden
Zellen (GIC), die ahnlich ihre SOX71-Expression verloren haben und sich auch hier die
Tumorigenese durch SOX77-Uberexpression in vivo verhindern lasst. Zusatzlich vermittelt eine
Uberexpression von SOX11 eine héhere Sensitivitat von GIC gegeniiber den Chemotherapeutika
Taxol und Etoposid und ein Knockdown von SOX1717 in nicht-GIC fuhrt zu einer malignen Entartung
der Zellen. Weiter lassen sich geringe SOX771-mRNA-Mengen mit dem schlechteren Uberleben
von Gliompatienten korrelieren (Hide et al., 2009). Zu den weiteren neurologischen
Tumorerkrankungen, die eine erhdhte SOX77-Expression besitzen, gehdéren Meningiome
(Stuart et al., 2011) sowie padiatrische Medullablastome und Ependymome (de Bont et al., 2007).

Ovarialkarzinome exprimieren ebenso SOX11, was mit einem besseren Uberleben von Patienten
mit high-grade epithelialen Ovarialkarzinom (EOC) assoziiert ist. Weiter verursacht eine
SOX11-Uberexpression in EOC-Zellen eine verminderte Proliferation und vermindertes
Zellwachstum (Sernbo et al., 2011). Auch Brennan et al. beschreiben eine Hochregulation der

SOX11-mRNA in EOCs im Vergleich zu Normalgeweben. Die Analyse ihrer Kohorte zeigte eine
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hohe Expression in 40 % der Falle und korrelierte mit Rekurrenz-freiem Uberleben nach
Resektion. Daher empfehlen sie SOX7171 als prognostischen Marker fir EOC
(Brennan et al., 2009).

Eine Expression von SOX71 wurde auch in Progesteronrezeptor-negativen Mammakarzinomen
entdeckt (Lopez et al., 2011). Ebenso  exprimieren murine = Mammakarzinome = mit
Brca1 (Breast Cancer 1, Early Onset)-Deletion in hoher Menge Sox11. Zvelebil et al. beschreiben
zudem eine verminderte Proliferation und héherer Apoptose von Mammakarzinomzelllinien nach
Knockdown von SOX11. Hingegen flihrt die SOX77-Uberexpression zu gesteigerter Proliferation
(Zvelebil et al., 2013).

Zudem exprimieren einige Burkitt-Lymphom-, Mantelzell-Lymphom-, Mammakarzinom-,
Ovarialkarzinom-, Neuroblastom- und kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC)-Zelllinien SOX11
(Nordstrém et al., 2015; Castillo et al., 2011).

Neben seiner haufig beschriebenen tumorsuppressiven Rolle scheint SOX11 in
Mantelzell-Lymphomen vom klassischen Typ onkogene Eigenschaften zu besitzen. So wird in der
Immunhistochemie der MCL eine spezifische Hochregulation von SOX11 als
Diskriminierungsmarker zur Differenzierung von anderen B-Zell-Lymphomen, wie Follikuldres
Lymphom (FL) und Chronischer lymphatischer Leukdmie vom B-Zell-Typ (B-CLL), genutzt.
Benigne Tonsillen exprimieren hingegen kein SOX11 (Ek et al., 2008). Uberexpression von SOX11
ist unabhangig vom diagnostischen Marker CCND1 (Cyclin D1) und identifiziert MCL selbst in der
CCND1-negativen Subgruppe der MCL-Patienten (Mozos et al., 2009). AuRerdem dient SOX11 in
Blutproben als Marker fur minimale Resterkrankung bei MCL. Die Korrelation von klinischen Status
und SOX11-Expression ist hierbei vergleichbar mit der Diagnostik der t(11;14)-Translokation in
MCL (Simonsen et al., 2013).

Aktuell wird vermutet, dass SOX11 in B-Zellen die Spitze eines onkogenen transkriptionellen
Netzwerkes einnimmt und zur Transformation fihrt. So aktiviert SOX11 in MCL konstitutiv sein
direktes Zielgen PAX5 (Paired Box 5) und dessen Signalwege, was zu einer Blockade in der
terminalen Differenzierung der B-Zellen flhrt (Ferrando, 2013; Vegliante et al., 2013). Ebenso fuhrt
die Expression von SOX11 zu einem gesteigerten Tumorwachstum und aggressiveren Verhalten
von MCL, da es durch die eine Aktivierung seines direkten Zielgens PDGFA (Platelet-Derived
Growth Factor Alpha) die Angiogenese und damit eine vaskulare Tumormikroumgebung
beginstigt (Palomero et al., 2015).

In Weichgewebesarkomen war die Expression von SOX11 oder seine Funktion in der
Tumorigenese bisher weitestgehend unbekannt. Lediglich Misemer et al. zeigen in Gewebeproben
mit aggressiver Fibromatose, dass nur aktivere Zellen SOX11 exprimieren. Dabei ist SOX11

hauptsachlich in Nucleus lokalisiert. In einer follow-up-Studie lie sich eine geringe
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SOX11-Expression mit einer schlechten klinischen Prognose und friher Rekurrenz korrelieren
(Misemer et al., 2013).

2.2.3.2 Regulation der SOX11-Expression

Uber die Regulation der SOX11-Expression ist bisher wenig bekannt, jedoch gibt es einige
Hinweise auf epigenetische Regulationen. Die stattfindenden epigenetischen Ereignisse scheinen
sich hierbei nicht nur auf SOX711 wahrend der Embryonalentwicklung und der normalen
physiologischen Funktion auszuwirken, sondern auch eine Bedeutung bei der Entstehung einiger

Tumorerkrankungen zu haben.

Pamnani et al. berichten von einer inversen Korrelation von Expression und Methylierung des
Promotors von Sox71 in den Gehirn-, Testikel- und Nierengeweben von Mausen wahrend der
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. So ist der Promotor wahrend des Embryonal- und
Neonatalstadiums wenig, im adulten Gewebe jedoch stark methyliert. Daher sehen sie die
Methylierungsdynamik des Promotors als die Ursache fir die Regulation der

Sox11-Genexpression in den betroffenen Geweben (Pamnani et al., 2014).

Als weiterer Regulator halt CHD7 (Chromatin Remodeler Chromodomain-helicase-DNA-binding
protein 7), das in die Symptomatik des CHARGE-Syndrom und die Neurogenese involviert ist, den
Promotor von Sox717 in neuronalen Stammzellen (NSC) in einem Status offenen Chromatins. So
fuhrt der Verlust von CHD7 zu einer Reduzierung der aktivierenden H3K4me3 (Trimethylated
lysine 4 of histone H3)-Markierungen des Sox771 Promotors, jedoch zu keinen Anderungen der
reprimierenden H3K27me3 (Trimethylated Iysine 27 of histone H3)-Markierungen
(Feng et al., 2013).

Mikkelsen et al. verdffentlichten ebenfalls, dass der Promotor von Sox77 in pluripotenten
embryonalen Stammzellen (ESC) sowohl mit aktivierenden H3K4me3- und reprimierenden
H3K27me3-Markierungen versehen ist, wohingegen in neuronalen Vorlduferzellen (NPC) und
embryonalen Mausfibroblasten (MEF) nur die aktivierende H3K4me3-Markierungen zu finden sind
(Mikkelsen et al., 2007 ).

Auch Vegliante et al. berichten, dass in ESC und einigen untersuchten B-Zell-Neoplasien die
SOX11-Expression mit den aktivierenden Histon-Markern H3K9/14Ac (Histone H3 acetylated at
lysines 9 and 14) und H3K4me3 korrelieren. Im Gegensatz dazu zeigen adulte Stammzellen
(mesenchymale Stammzellen (MSC) und multipotente adulte Vorlauferzellen (MAPC)), normale
hamatopoetische Zellen und die anderen untersuchten Iymphoiden Tumoren, alle ohne
SOX11-Expression, dass am SOX11-Promoter die reprimierenden Marker
H3K9me2 (Dimethylated lysine 9 of histone H3) und H3K27me3 Uberwiegen. Weiter ist eine
Behandlung mit dem Histon-Deacetylase-Inhibitor SAHA (Suberoylanilid-hydroxamsaure;

Vorinostat), jedoch nicht mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor AZA (5-aza-2’-deoxycytidine;
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Decitabin), in der Lage stillgelegtes SOX771 in Lymphomzelllininen mit unterschiedlicher

SOX11-Promotor-Methylierung zu re-exprimieren (Vegliante et al., 2011).

Gustavsson et al. gehen von einer mdéglichen Funktion von SOX771 als Tumorsuppressor in
hamatopoietischen Tumoren aus, da SOX717 ein negativer Regulator des Zellwachstums und der
Proliferation in Lymphomzelllinien in vitro ist. Weiter zeigt die Analyse des SOX77-Promotors von
B-Zell-Lymphomen, dass dort die Expression von SOX11 durch Promotor-Methylierung stillgelegt

wird und wahrscheinlich epigenetisch reguliert ist (Gustavsson et al., 2010).

Tong et al. finden bei ihrer genomweiten Untersuchung von aberranten DNA-Methylierungen in
Chronischer lymphatischer Leukdmie eine haufige Methylierung des SOX717-Promotors. Eine
angeschlossene klinische Studie mit Hinblick auf das Ansprechen der identifizierten Gene auf eine
epigenetische Therapie mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor Azacitidin (5'-Azacytidin; Vidaza)
zeigte in  den bis dahin untersuchten zwei Patienten eine Reduktion der
SOX11-Promotor-Methylierung nach 49 Tagen bzw. dem ersten und zweiten Zyklus der
Behandlung (Tong et al., 2010).

In den von lhnen untersuchten primaren Mantelzell-Lymphomen und nicht-malignen lymphoiden
Geweben (Tonsillen, Lymphknoten und Milz) fanden Wasik et al. eine unterschiedliche
SOX11-Expression, jedoch besalen alle (mit einer Ausnahme) einen hypomethylierten Promotor.
SOX11 wurde in ungefdhr 90 % aller untersuchten MCL exprimiert, dagegen in keinem
nicht-malignen Gewebe. Zu dem vermuten sie, dass andere durch Methylierung bedingte
Mechanismen auerhalb der von ihnen untersuchten SOX77-Promotor Region fir eine
SOX11-Expression notwendig sind. So konnte die Behandlung mit Azacitidin in den lymphoiden

Zelllinien mit hypomethylierten Promotor die SOX11-Expression reduzieren (Wasik et al., 2013).

Neben den hamatopoietischen Tumorerkrankungen finden sich weitere Hinweise fur eine
funktionelle Bedeutung der epigenetischen Regulation von SOX77 in anderen

Tumorerkrankungen.

So kann der Methylierungsstatus von SOX771, als Teil eines aus finf Genen bestehenden
epigenetischen Biomarker-Panel, zur Detektion von Blasentumoren im frihen Stadium verwendet
werden (Chung et al., 2011).

Xu et al. zeigen, dass der SOX771-Promotor in Magenkrebszelllinien haufig hypermethyliert ist, in
nicht-malignen Geweben hingegen eher selten. Weiter fihrt die Re-expression von SOX11 nach
AZA-Behandlung in vitro zur Inhibierung der Proliferation und die Hypermethylierung des

Promotors zu einer schlechteren Prognose in vivo (Xu et al., 2015).

In epithelialen Ovarialkarzinomen ist der SOX77-Promotor ebenfalls hypermethyliert

(Sernbo et al., 2011). Ebenso ist dieser in Patienten mit Lymphknotenmetastasen signifikant
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starker methyliert als in Patienten ohne metastasierendes Nasopharyngealkarzinom. Zudem fuhrt
die Behandlung einer Nasopharyngealkarzinomzelllinie mit AZA zur Re-expression von
SOX11-mRNA und -Protein und verursacht eine Inhibierung des Zellwachstums und -invasion
(Zhang et al., 2013).

SchlieRlich zeigen Nordstrém et al., dass neben der Methylierung von DNA und Histonen auch der
Acetylierungsstatus an der Regulation von SOX71 beteiligt ist. Bei der Behandlung von Zellen
unterschiedlicher ~ Tumorentitditen mit  Histon-Deacetylase-Inhibitoren  (Vorinostat und
Trichostatin A) waren diese in der Lage in drei von funf Zelllinien ohne Methylierung SOX11 zu
re-exprimieren. In Zelllinien mit Methylierung kam es in keinem Fall zu einer Re-expression von
SOX11 (Nordstrom et al., 2015).

Renner et al. verdffentlichen zum Methylierungsstatus der Promotorregion von SOX7171 in
Weichgewebssarkomen eine Analyse von zwei CpG-Stellen in 74 primaren, unbehandelten,
high-grade Weichgewebssarkomen relevanter Subtypen einschlieBlich zwei nicht-malignen
Fettgeweben. Hierbei sind 17 (23 %) der Weichgewebssarkome mit unterschiedlichem Subtyp an
einer CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin)-Stelle hypermethyliert, eines an beiden, ansonsten liegt
die untersuchte Promotorregion von SOX77 hypomethyliert in den untersuchten
Weichgewebesarkomen vor. Fir die Gruppe der Liposarkome (DDLS, MLS, PLS) sind fiunf von
28 (18 %) an jeweils einer CpG-Stelle hypermethyliert (zwei DDLS, drei PLS), alle Ubrigen sind,
wie das nicht-maligne Fettgewebe hypomethyliert. Erwahnenswert ist, dass alle der neun
untersuchten MLS hypomethyliert sind und alle, im Gegensatz zu den Liposarkomen anderer
Subtypen, eine hohe SOX11-Expression besitzen. In der untersuchten Kohorte lieR sich jedoch
keine signifikante Korrelation zwischen Methylierungsstatus und SOX11-Expression in
Weichgewebesarkomen erkennen (Renner et al., 2013).

2.2.3.3 Genetische Aberrationen von SOX11

2.2.3.3.1 Keimbahnmutationen

Bei der Sequenzierung von 79 Patienten mit Mikrophtalmie, Anophtalmie (zu kleine oder abnorme
Augen) und Kolobom (Fehlen von Teilen des Augengewebes) wurden zwei unterschiedliche
Keimbahnmutationen in SOX771 identifiziert. Ein Patient zeigte eine heterozygote
missense-Mutation (c.488G>T (p.G145C)) und ein weiterer wies eine heterozygote
in-frame-Duplikation (c.1106-1117 (p.S351-354dup)) auf. Beide genetischen Aberrationen
beeinflussen die Funktionalitdt von SOX11 und scheinen sich auf die Augenentwicklung
auszuwirken. In einem Reporter-Assay waren beide SOX11-Varianten nicht mehr in der Lage die
Expression des bekannten SOX11-Zielgens GDF5 (Growth Differentiation Factor 5) zu aktivieren.
Darliber hinaus konnten beide SOX11-Varianten nicht den auftretenden Linsendefekt oder

Kolobome im Zebrafisch nach Sox77-knockout aufheben. Auch fiihrte die Uberexpression der
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beiden SOX11-Varianten in Danio rerio, im Gegensatz zu nicht-mutiertem SOX11, zu einem

zyklopischen Phanotyp (Pillai-Kastoori et al., 2014).

Weitere SOX771-Keimbahnmutation wurden bei Patienten mit Coffin-Siris-Syndrom (CSS)
identifiziert, eine sehr seltene genetisch bedingte Erkrankung, die durch Wachstumsdefizite,
leichte bis schwere Behinderung, charakteristische Gesichtsziige und hypoplastischen Nageln der
kleinen Finger und Zehen gekennzeichnet ist. Tsurusaki et al. identifizierten bei der Sequenzierung
von 92 Patienten mit Coffin-Siris-Syndrom zwei Patienten mit jeweils einer SOX77-Mutation
(c.347A>G (p.Y116C); c.178T>C (p.S60P)), die beide in der HMG-Box-Domane lokalisiert sind.
Beide SOX71-Mutationen flihren ebenfalls in Reporter-Assays zu einer starken Reduktion der
Aktivierung des GDF5-Promoters und sind nicht in der Lage einen normalen Phanotyp in

Danio rerio mit Sox11-Knockout wiederherzustellen (Tsurusaki et al., 2014).

Basierend auf den Beobachtungen von Tsurusaki et al. sequenzierten Hempel et al. Patienten mit
neurologischen Entwicklungserkrankungen (Mikrozephalie, Entwicklungsverzégerungen und
dysmorphe Veranderungen ahnlich eines milden CSS). Dabei identifizierten sie sieben Deletionen
der Region 2p25, in der SOX11 lokalisiert ist, und drei neue Keimbahnmutationen von SOX11:
Eine nonsense- (c.87C>A (p.C29*)) und zwei missense-Mutationen (c.150G>C (p.K50N);
c.359C>A (p.P120H)). Eine weitere Charakterisierung der beiden missense-Mutationen durch
Reporter-Assays zeigte, dass diese den Promoter des Zielgens GDF5 auch nur eingeschrankt

aktivieren kénnen (Hempel et al., 2015).

2.2.3.3.2 Somatische Mutationen

Bei der Exom-Sequenzierung von 16 Oligodendrogliomen mit einer 1p/19qg-Codeletion fanden
Yip et al. insgesamt 340 somatische Single-nucleotide Variants (SNV), wovon 54 Mutationen des
gleichen Gens in mehr als zwei Proben auftraten. Darunter befanden sich auch zwei rekurrente
somatische SOX11-Mutationen (c.103G>A (p.D35N); c.95T>G (p.V32G)) (Yip et al., 2012).

Rudin et al. identifizierten bei einer umfangreichen genetischen Analyse von 80 humanen SCLC in
elf Tumoren somatische Mutationen, jeweils exklusiv eines einzelnen SOX-Gens. Darunter ein
Tumor mit einer heterozygoten nonsense-Mutation (c.301G>T (p.E101*)) in der
HMG-Box-Doméane von SOX11 (Rudin et al., 2012).

Da die HMG-Box- und TA-Domane der Transkriptionsfaktoren der SOX-Gruppe C hohe
Homologien besitzen, sind auch Mutationen von SOX4 und SOX72 von Interesse im Hinblick auf
SOX11. So untersuchten Medina et al. 70 primare nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (NSCLC)
und 85 Bronchialkarzinomzelllinien auf aktivierende SOX4-Mutationen, nachdem sie eine
SOX4-Uberexpression identifiziert hatten. Hierbei entdeckten sie eine somatische
nonsense-Mutation von SOX4 (c.1207C>A (p.S395X)) in einem primaren Plattenepithelkarzinom
der Lunge (SCC) (Medina et al, 2009). Das durch diese nonsense-Mutation eingefiihrte

Stoppcodon fiihrt zu einem Verlust der TA-Doméne und damit zur Uberexpression des verkiirzten
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Proteins. Ursachlich ist wahrscheinlich eine langere Proteinhalbwertszeit, da die TA-Domane an
der proteosomalen Degradation von SOX4 beteiligt ist (Vervoort et. al. 2012). Reporter-Assays
zeigen zudem den kompletten Verlust der transkriptionellen Aktivitat dieser SOX4-Mutation.
Ebenso reduziert die SOX4-Mutante die Transformationsfahigkeit von NIH3T3-Zellen, die mit dem
aktivierten Onkoprotein HRAS-G12V cotransfiziert wurden. Auf die Transformationsfahigkeit von
NIH3T3-Zellen, die mit dem aktivierten Onkoprotein RHOA-QG3L cotransfiziert wurden, hatte die
SOX4-Mutante allerdings keine Auswirkung. So fuhrt diese Mutation zwar zu einer
Uberexpression, jedoch besitzt sie im Gegensatz zu nicht-mutiertem SOX4 kein onkogenes
Potential (Medina et al., 2009).

Aktuell sind relativ zu allen in der COSMIC- und cBioPortal-Datenbank hinterlegten Mutationen
(3.702.312 codierende Mutationen in 1.177.397 Proben) lediglich 152 SOX77-Mutationen
beschrieben (Stand 22.05.2015) (Forbes et al., 2015; Gao et al., 2013) (Abbildung 15). Von den
identifizierten somatischen Mutationen flhren potentiell die missense-, nonsense- oder komplexen
Mutationen der HMG-Box-Domane (48-118 aa) von SOX11 zur Beeintrachtigung der Funktion des
Transkriptionsfaktors. Ebenso kénnen missense- und nonsense-Mutationen der TA-Domane
(408-441 aa) und grundsatzlich frame-shift-Mutationen zur weiteren Beeinflussung der Funktion
fuhren. Allerdings sind diese funktionellen Auswirkungen von somatischen SOX77-Mutationen

kaum in der Literatur beschrieben.
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in Standardzellkulturplatten in entsprechendem Kulturmedium bei 37 °C,
95 %rH, 5 % CO, unter sterilen Bedingungen kultiviert (Tabelle 1). Hierbei wurden die adharenten
Zellen bei Subkonfluenz (80-90 %) mit Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) ohne
Ca* / Mg®* gewaschen und mit 0,05 % Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) inkubiert.
Nach dem Ablosen der Zellen wurde die Trypsinierung gestoppt, indem die Reaktion durch
Zugabe des entsprechendem Kulturmedium inaktiviert wurde. Im Anschluss wurden die Zellen je
nach Zelllinie im Verhaltnis 1:5 bis 1:20 in neue Standardzellkulturplatten passagiert. Nach
20 Passagen wurden die Zellen verworfen und eine neue Charge aufgetaut. Die regelmafligen
Kontrollen auf Mykoplasmen-Kontamination wurden mit dem Lonza MycoAlert™ PLUS
Mycoplasma Detection Kit durchgefihrt.

Tabelle 1: Zelllinien und Kultivierungsbedingungen.

Die Tabelle zeigt die verwendeten Zelllinien, den Sarkomtyp, aus dem sie urspriinglich generiert worden
sind, den diagnostisch relevanten molekularen Nachweis und das verwendete Kulturmedium;
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium, FCS: fetal calf serum, P/S: Penicillin / Streptomycin.

Zelllinie Typ Molekularer Nachweis Kulturmedium Zusatze Referenz / Quelle
0,
MLS-1765 MLS FUS-DDIT3 RPMI-1640 : 1(1) 02 E/CSSUO 000 U /mL) Aman et al., 1992
0,
MLS-1765EY MLS FUS-DDIT3 RPMI-1640 : 1(1) 42 E?SSUO 000 U/ mL)
0,
MLS-176580X11 MLS FUS-DDIT3 RPMI-1640 : 1(1) 02 E/CSS(10 000 U/ mL)
0,
MIES=1765T248AsSOX(d MLS FUS-DDIT3 RPMI-1640 : 1(1) 02 E/CSS(1O 000 U /mL)
0,
MLS-402 MLS FUS-DDIT3 RPMI640 1000 Bia (10,000 U/ mL) Aman et al., 1992
0,
FU-DDLS-1 DDLS = Amplifikation 12q13-15 RPMI-1640 : 1(1) 02 E?SS“O 000 U/ mL) Nishio et al., 2003
+15 % FCS
LPS-141 DDLS = Amplifikation 12q13-15 = RPMI-1640 + 1% P/S (10.000 U/ mL) Snyder et al., 2009
+ 1 % L-Glutamin (200 mM)
0,
T449 WDLS = Amplifikation 12q13-15 RPMI-1640 : 1(1) 02 E/CSS(10 000 U /mL) Pedeutour et al., 1999
0,
1778 WDLS  Amplifikation 12q13-15  RPMI-1640 & o o0 E/CSS“O 000 U/ mL) Pedeutour ef al., 1999
+10 % FCS .
LISA-2 PLS - RPMI-1640 + 1% P/S (10.000 U / mL) Wabitsch et al., 2000
+10 % FCS
SwW872 LS - RPMI-1640 + 1% P/S (10.000 U / mL) ATCC
+ 10 % FCS
" DMEM + 1% P/S (10.000 U / mL)
ST-8814 MPNST NF1-+ (high-glucose)  + 1 % L-Glutamin (200 mM) DeClue et al., 1992
+ 0,5 % Natriumpyruvat (100 mM)
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3.2 SDS-PAGE und Western Blot

3.2.1 Proteinlysate

Subkonfluente kultivierte Zellen wurden mit eiskaltem DBPS ohne Ca®" /Mg®" gewaschen,
anschlie®end auf Eis mit Proteinlysepuffer (inklusive Protease-Inhibitor und Phosphatase-Inhibitor)
lysiert und mit einem Zellschaber gesammelt. Daraufhin wurden die Proteinlysate 15 min auf 4 °C
bei maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge pelletiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal® tberflhrt. AbschlieRend wurden die Proteinkonzentrationen mittels BCA Protein

Assay bestimmt.

3.2.2 SDS-PAGE

Die Proteinlysate wurden mit Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Im
Anschluss wurden jeweils 40 g Protein auf SDS-Polyacrylamidgele zur Elektrophorese
(SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) geladen und unter

Verwendung eines Tris-Glycin-Puffersystem aufgetrennt.

3.2.3 Western Blot

Die mit SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im wet-blot-Transferverfahren unter
Verwendung eines Borat-Transferpuffers auf PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membranen geblottet. Im
Anschluss wurden die PVDF-Membranen fir 1 h mit 5 %(w/v)-BSA (bovine serum albumin) oder
Milchpulver geblockt, mit 1 % TBS-T (Tris-buffered saline + 1 % Tween® 20) (drei mal 5 min)
gewaschen und mit den entsprechenden primaren Antikérpern (Tabelle 2) bei 4 °C Uber Nacht
inkubiert. Gegen ACTB (Actin Beta) und TUBB (Tubulin Beta, Class [) gerichtete Antikdrper
wurden hierbei als Ladekontrollen verwendet. Am nachsten Tag wurden die PVYDF-Membranen
erneut mit 1 % TBS-T (drei mal 5 min) gewaschen und fir 1h mit den entsprechenden
Sekundarantikérpern (Tabelle 3) inkubiert. AbschlieRend wurden die Signale mit einem

LI-COR Odyssey® Sa Infrared Imaging System detektiert, dokumentiert und ausgewertet.

Tabelle 2: Primére Antikorper Western Blot.

Protein Bezeichnung Antikorper Reaktivitat Verdiinnung Referenz / Quelle
SOX11 2:8;221)(0171 antibody [EPR8192], Kaninchen, monoclonal 1:500 (Caﬁg:?g;g’lcu}()

CD24  CD24 (SWA11) (Zellkulturiberstand) Maus, monoclonal 1:5 AL ?{}:;’I‘(’gﬂlez :'gﬂg‘;'berg)
ACTB ;/I609u130eoAnti-Actin, Monoclonal (Clone: C4), Maus, monoclonal 1-6.000 sz;;?ci)?'am,eggz;s

Monoclonal Anti-b-Tubulin, clone TUB 2.1
(ascites fluid), #T4026

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

TUBB (Steinheim, Deutschland)

Maus, monoclonal 1:200
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Tabelle 3: Sekundarantikérper Western Blot

Bezeichnung Antikorper Reaktivitat Verdiinnung Referenz / Quelle
IRDye® 800CW Donkey anti-Rabbit IgG (H + L), « o . LI-COR Biotechnology GmbH
#926-32212 Sekundarantikorper  1:10.000 gy Homburg, Deutschland)
IRDye® 800CW Donkey anti-Mouse IgG (H + L), w . LI-COR Biotechnology GmbH
#926-32213 Sekundarantikorper  1:10.000 B4y Homburg, Deutschland)

IRDye® 680LT Goat anti-Rabbit IgG (H + L), . i . LI-COR Biotechnology GmbH
#926-68021 Sekundarantikdrper  1:10.000 g4 Homburg, Deutschland)

IRDye® 680LT Goat anti-Mouse IgG (H + L), a . LI-COR Biotechnology GmbH
#926-68020 Sekundarantikorper  1:10.000 B4 Homburg, Deutschland)

3.3 Quantitative real-time PCR

3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Subkonfluent kultivierte Zellen wurden trypsiniert, pelletiert und mit DPBS ohne Ca®' /Mg
gewaschen. Im Anschluss wurde die Gesamt-RNA mit dem Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA
Kit, einschlieRlich rDNase-Verdau, gemafly Herstellerprotokoll isoliert und im Anschluss die

Konzentrationen mit einem UV-Vis-Spectrophotometer vermessen.

3.3.2 Reverse Transkription

Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit dem Thermo Scientific RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit zusammen mit einer MRT (minus reverse transcriptase)-Kontrolle, unter
Verwendung von Oligo(dT)s-Primer gemaly Herstellerprotokoll in ¢cDNA umgeschrieben und im
Anschluss bezogen auf die eingesetzte Menge an Gesamt-RNA auf 2ng/ L mit
ddH,O (double-distilled water) verdinnt.

3.3.3 Quantitative real-time PCR

Jede quantitative real-time PCR (qPCR)-Reaktion wurde in Applied Biosystems MicroAmp Fast
96-well Reaction Plate mit genspezifischen Primer (Tabelle 4) als SYBR Green-basierte Reaktion
angesetzt (Tabelle 5) und mit dem Applied Biosystems StepOne Plus™ Real-Time PCR System
unter Verwendung eines gPCR-Programms mit anschlieRender Schmelzkurvenanalyse detektiert
(Tabelle 6). Das experimentelle Setup beinhaltete NTC (none template control)- und
MRT-Kontrollen. Alle Proben wurden als technische Duplikate gemessen. Die Ct-Werte der
jeweiligen Gene wurden nach der AAC+-Methode relativ zu den endogenen Kontrollen (ACTB,
SRSF4 (Serine / Arginine-Rich Splicing Factor 4), 18S (Ribosomal Protein S18)), sowie relativ zu
einer entsprechenden Referenz-Probe ausgewertet. Die Experimente wurden jeweils in zwei

unabhangigen biologischen Replikaten wiederholt.
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Tabelle 4: QPCR-Primer.

SOX11 GeneArt bezeichnet Primer, die gegen die Codon-optimierte Sequenz von SOX11 gerichtet sind.

Gen Bezeichnung Primer Sequenz (5°-3") Referenz / Quelle
SOX11 SOX11 For. CCAGGACAGAACCACCTGAT Gustavsson et al., 2010
SOX11 SOX11 Rev. CCCCACAAACCACTCAGACT Gustavsson et al., 2010
SOX11 SOX11-QU For. GGTGGATAAGGATTTGGATTCG Qu et al., 2014
SOX11 SOX11-QU Rev. GCTCCGGCGTGCAGTAGT Qu et al., 2014
ACTB ACTB For. TCACCCACACTGTGCCCATCTACG
ACTB ACTB Rev. CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG
LHX2 LHX2 For. CCAAGGACTTGAAGCAGCTC
LHX2 LHX2 Rev. GTAAGAGGTTGCGCCTGAAC

TMSB15A TMSB15A gPCR For. = GGTCTCAGCCCCGCGAACAG
TMSB15A TMSB15A qPCR Rev. CAGGTAATGTCGAAATCTGCTGTTG
CD24 CD24 gPCR For. GCACTGCTCCTACCCACGCAGATTT
CD24 CD24 gPCR Rev. GCCTTGGTGGTGGCATTAGTTGGAT
NNAT NNAT gPCR For. CAACAGCGGACTCCGAG
NNAT NNAT gPCR Rev. CATTCCAGGAACACCTGCA
THEM6 THEMS6 gPCR For. CGCGCGTTCTACCTGGAG
THEM6 THEM®6 gPCR Rev. TGACATCACTGAGCCCACT
TUBB3 TUBB3 For. GGCCTTTGGACATCTCTTCA
TUBB3 TUBB3 Rev. ATACTCCTCACGCACCTTGC
TUBB2B TUBB2B gPCR For. CATCCTCGTGGATCTGGAGC
TUBB2B TUBB2B gPCR Rev. = GTCTGACACCTTGGGTGAGG
SOX11 GeneArt | SOX11 GeneArt For.  CTACAAGTACCGGCCCAGAA
SOX11 GeneArt SOX11 GeneArt Rev. = TCTTGCTGCTGCCCTTAGAT

ccdB pDEST26 ccdB For. GCCGTTATCGTCTGTTTGTG

ccdB pDEST26 ccdB Rev. = CATATCGGTGGTCATCATGC

18S 18S For. AAACGGCTACCACATCCAAG Macher-Goeppinger et al., 2009

18S 18S Rev. CCTCCAATGGATCCTCGTTA Macher-Goeppinger et al., 2009
SRSF4 SRSF4 For. TGCAGCTGGCAAGACCTAAA
SRSF4 SRSF4 Rev. TTTTTGCGTCCCTTGTGAGC

Tabelle 5: Reaktionsansatz qPCR.

Die Tabelle zeigt den Reaktionsansatz fur eine gPCR-Reaktion.

Reagenz

cDNA[2 ng / pL]

2x ABsolute gPCR SYBR Green ROX Mix
Forward Primer [10 pM]

Reverse Primer [10 uM]

ddH20

Volumen finale Konzentration
5,0 uL
7,5 L 1x
0,45 L 0,3 uM
0,45 L 0,3 uM
ad 15 pL
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Tabelle 6: QPCR-Programm Applied Biosystems StepOne Plus™ Real-Time PCR System.

Schritt Temperatur Dauer

Holding Stage
1 95 °C 10 min
Cycling Stage (40 Zyklen)

2 95 °C 15s
3 60 °C 1 min
4 95 °C 15s

Melting Curve Stage (Inkrement + 0,5 °C)
5 60 °C 1 min
6 95 °C 15s

3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Zellprazipitate

Subkonfluente kultivierte Zellen wurden trypsiniert und 10 min bei 1.000 rpm pelletiert.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, indem sie in DPBS ohne Ca?*/ Mg?* resuspendiert
und erneut 10 min bei 1.000 rpm pelletiert wurden. Danach wurden die Zellen in 4 %-Formalin in
DBPS resuspendiert und 15 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss an einem erneuten
Waschschritt mit DPBS ohne Ca? /Mg?*, wurde das Zellpellet in 500 L 100 %-Ethanol
resuspendiert und in ein Reaktionsgefald dberfuhrt. Nach der Zugabe von 100 L FCS wurden die
Zellen fiir 10 min bei 1.000 rpm préazipitiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in eine
Biopsie-Kapsel Uberfiihrt. Das Zellprazipitat wurde tber Nacht fixiert und am nachsten Tag in

Paraffin ausgebettet.

3.4.2 Immunhistochemie

Die Proben wurden entparaffiniert und mit einer ansteigenden Ethanolreihe rehydratisiert.
AnschlieBend wurde die Antigendemaskierung mit Citratpuffer (pH = 6,1) und Hitze (98 °C, 30 min)
durchgefuhrt (HIER (heat induced epitope retrieval)). Daraufhin wurde das Antigen unter

L™ Detection

Verwendung des jeweiligen primaren Antikdrpers (Tabelle 7) mit dem Dako REA
System Kit gemalR Herstellerprotokoll immunhistochemisch gefarbt. Als Negativkontrolle wurde
standardmaRig an Stelle der primaren Antikérper des betreffenden Antigens eine entsprechende

Isotypkontrolle verwendet.

Tabelle 7: Inmunhistochemie Antikérper.

Protein Bezeichnung Antikorper Reaktivitat Verdiinnung Referenz / Quelle

Anti-SOX11 antibody produced in rabbit, Sigma-Aldrich Chemie GmbH

SOX11 ' 414PA000536 Kaninchen, polyclonal 1:50 (Steinheim, Deutschland)

CD24 | CD24 (SWA11) (Zellkulturiiberstand) Maus, monoclonal 1:5 Pete“?'}ae‘c’l‘(’g;ﬁ’fg,z fgeég‘)e'berg)
Normal rabbit 1gG, . . Santa Cruz Biotechnology, Inc.
#50-2027 Kaninchen, polyclonal 1:50 (Santa Cruz, USA)
Normal mouse IgG, M el | 15 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
#sc-2025 CCED [Meleeit] : (Santa Cruz, USA)
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3.5 Funktionelle Assays

3.5.1 Wundheilungs-Assay

MLS-1765°"- und ~ MLS-1765%'-Zellen  wurden  mit  5x10° Zellen/well  in
6-well-Standardzellkulturplatten in Triplikaten ausgesat und mit entsprechendem Kulturmedium bis
zur Konfluenz kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen fur 3h mit 5 g/mL Mitomycin C in
Kulturmedium ohne FCS behandelt und im Anschluss daran zwei Kratzwunden pro well mit einer
sterilen 200 L-Pipettenspitze generiert. Daraufhin wurden Zellbruchstiicke durch Waschen mit
DPBS entfernt und die Zellen in normalen Kulturmedium Uber einen Zeitraum von 24 h in einem
Olympus Live Cell Imaging System kultiviert und beobachtet. Zur Auswertung wurde die
Wundheilungsflache als Verhaltnis der eingenommenen Flache zur Gesamtflache mit der Software
Zeiss AxioVision gemessen. Die Experimente wurden jeweils als finf unabhangige biologische

Replikate wiederholt.

3.5.2 Klonogenitats-Assay

MLS-1765°°""- und  MLS-1765%'-Zellen wurden mit jeweils 500 Zellen/well in
6-well-Standardzellkulturplatten in sechs Replikaten ausgesat und kultiviert. Zehn Tage nach
Aussat wurden die Zellklone mit 0,5 %(w/v)-Kristallviolett in 20 %-Methanol-Lésung gefarbt, fixiert
und mit dem ProteinSimple FluorChem M Detection System dokumentiert. Zur Auswertung wurde
die Anzahl der Kolonien mit der Software ProteinSimple AlphaView quantifiziert. Die Experimente

wurden jeweils als drei unabhangige biologische Replikate wiederholt.
3.5.3 MTT-Assay

3.5.3.1 Zeitverlaufs-Experimente

MLS-1765°%"""-Zellen wurden mit 1,1x10° Zellen / well und MLS-1765'-Zellen  oder
MLS-1765"24#4S9X""_7gllen mit 0,7x10° Zellen / well in 96-well-Standardzellkulturplatten in
30 Replikaten ausgesat. Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurden die Zellen fir 3 h mit 0,5 mg/ mL
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)-Reagenz in entsprechendem Kulturmedium inkubiert,
danach die préazipitierten Kristalle mit 50:50(v/v)-Ethanol-DMSO (Dimethylsulfoxid) gelést und die
Absorption bei 570 nm mit einem Microplate-Photometer gemessen. Die jeweiligen Absorptionen
als Maf fur die Zellviabilitat wurden zur Erstellung von Zeitverlaufs-Kurven verwendet, indem diese
als fold-change zur Absorption nach 24 h dargestellt wurden. Die Experimente wurden jeweils als

drei unabhangige biologische Replikate wiederholt.

3.5.3.2 Dosis-Wirkung-Experimente

MLS-1765%9%""-,  MLS-1765%Y- und  MLS-1765™*"""_7ellen  wurden mit jeweils

5x1032 Zellen / well in 96-well-Standardzellkulturplatten ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen mit

einer 1:3-Verdunnungsserie von 4 nM bis 0 nM Trabectedin, 10.000 nM bis 0 nM Dasatinib oder

1.000 nM bis 0 nM Doxorubicin (bezogen Uber die Klinikapotheke des Universitatsklinikums
33



Heidelberg) in Triplikaten behandelt. 72 h nach Beginn der Behandlung wurden die Zellen fur 3 h
mit 0,5mg/mL MTT-Reagenz in entsprechendem Kulturmedium inkubiert, danach die
prazipitierten Kristalle mit 50:50(v/v)-Ethanol-DMSO gel6st und die Absorption bei 570 nm mit
einem Microplate-Photometer gemessen. Die jeweiligen Absorptionen als MaR fur die Zellviabilitat
wurden zur Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven verwendet. Die Experimente wurden jeweils als

drei unabhangige biologische Replikate wiederholt.

3.5.4 EdU-Proliferations-Assay
MLS-1765°°""- und MLS-1765%-Zellen wurden mit jeweils 0,4x10°Zellen/ well in

96-well-Standardzellkulturplatten in zehn Replikaten ausgesat. 72 h nach Aussat wurden die
Zellen fur 6 h mit EAU (5-Ethynyl-2°-deoxyuridine)-Reagenz in entsprechendem Kulturmedium
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen gemal baseclick EAU HTS 488 Kit Herstellerprotokoll
mit eBioscience Permeabilization Buffer permeabilisiert, fixiert und markiert. AbschlieRend wurden
die Fluoreszenzen bei EXss5nm/EMszonm Mit einem Fluoreszenz-Microplatereader gemessen und
als fold-change dargestellt. Die Experimente wurden jeweils als drei unabhangige biologische
Replikate wiederholt.

3.5.5 ApoTox-Glo™ Assay

MLS-1765°°%""- und MLS-1765%"-Zellen wurden mit jeweils 0,4x10°Zellen/ well in weile
96-well-Zellkultur-Microplates in 15 Replikaten ausgesat. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit
100 M lonomycin 5 h (induziert Nekrose), 10 M Staurosporine 5 h (induziert Apoptose) und
30 g/ mL Digitonin 15 min (induziert Zytotoxizitdt) vor der Messung jeweils in Triplikaten
behandelt. 72 h nach der Aussat wurden die Fluoreszenzen bei EXsoo nm/EMsos nm (Viabilitat) und
EX485 nm/EMs20 nm (Zytotoxizitit) gemaR Promega ApoTox-Glo™ Assay Kit Herstellerprotokoll mit
einem Fluoreszenz-Microplatereader detektiert. Die Lumineszenz (Apoptose) wurde im Anschluss
ebenso mit dem Microplatereader in 50 Intervallen mit jeweils 0,2 s gemessen und zur Auswertung
die Summe Uber alle Intervalle gebildet. Die erhaltenen Werte wurden als fold-change dargestellt

und die Experimente jeweils als drei unabhangige biologische Replikate wiederholt.

3.5.6 CytoSelect™ Cell Adhesion Assay ECM Array

MLS-1765%°*""- und MLS-17655'-Zellen wurden zum Ablésen mit 5 mM-EDTA-DPBS gewaschen
und anschlieBend mit 5 mM-EDTA-DPBS fir 15 min auf 37 °C inkubiert. Daraufhin wurden die
Zellen 10 min bei 1.000 rpm pelletiert, in RPMI-1640/0,5 % BSA/ 2 mM CaCl,/2 mM MgCl,
resuspendiert und die Zellkonzentrationen auf 0,4x10° Zellen / mL verdiinnt. Im Anschluss wurde
mit 150 L / well der jeweiligen Zellsuspension der CytoSelect™ Cell Adhesion Assay ECM Array
in vier Replikaten pro ECM-Protein fir 90 min bei 37 °C, 95 %rH, 5 % CO; inkubiert. Darauf
wurden die Zellen gemaR Herstellerprotokoll gewaschen, markiert und lysiert. Zur Bestimmung der

Fluoreszenz bei Exsgs nm/EMszonm wurden jeweils 150 L der markierten Zelllysate in weille
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96-well-Zellkultur-Microplates Uberfuhrt und im Fluoreszenz-Microplatereader vermessen. Das

Experiment wurde als zwei unabhangige biologische Replikaten wiederholt.

3.5.7 Zelladhasions-Assay

Zum Beschichten einer 96-well-Standardzellkulturplatte wurde die Halfte der wells mit jeweils
100 L 10 g/mL Fibronectin in DPBS ohne Ca®*/Mg* und die andere Halfte mit 100 L
1 % BSA in DPBS ohne Ca* / Mg* iiber Nacht auf 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Fibronectin-beschichtete 96-well-Zellkulturplatte zweimal mit DPBS ohne Ca?®*/Mg?* gewaschen
bevor diese fiir den Zelladhésions-Assay verwendet wurde. Hierfir wurden MLS-1765%°%""- und
MLS-17655'-Zellen zum Ablésen mit 5 mM-EDTA-DPBS gewaschen und anschlieRend mit
5 mM-EDTA-DPBS fir 15 min auf 37 °C inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen 10 min bei
1.000 rpm pelletiert, in RPMI-1640/ 0,5 % BSA /2 mM CaCl, / 2 mM MgCl, resuspendiert und die
Zellkonzentrationen auf 0,5x10° Zellen / mL verdiinnt. Die jeweilige Zellsuspension wurde
anschlieRend in einer 1:2-Verdiinnungsserie beginnend mit 5x10* Zellen / well (100 %) bis
0,625x10* Zellen / well (25 %) in einem Volumen von 100 L/ well in jeweils zwdlf Replikaten in
die Fibronectin-beschichtete 96-well-Zellkulturplatte ausgesat und fir 90 min bei 37 °C, 95 %rH,
5% CO, inkubiert. Danach wurde die Zellkulturplatte viermal mit
150 L DPBS /2 mM CaCl,/2 mM MgCl, gewaschen und die Zellen mit 70 %-Ethanol fur 30 min
auf 4°C fixiert. AbschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 %(w/v)-Kristallviolett in
20 %-Methanol-Lésung gefarbt und mit dem ProteinSimple FluorChem M Detection System
dokumentiert. Danach wurden die gefarbten Zellen in 100 L 10 %-Essigsaure geldst und die
Absorption bei 570 nm mit einem Microplate-Photometer gemessen. Die Werte wurden als
fold-change dargestellt und das Experiment wurde als zwei unabhangige biologische Replikate

wiederholt.

3.6 Proteome Profiler™ Human Phospho-Kinase Array

Subkonfluente kultivierte MLS-1765%9%"'- und MLS-1765%"-Zellen, jeweils einer frilhen und einer
spaten Passage, wurden mit eiskaltem DPBS ohne Ca®*/Mg?* gewaschen, auf Eis mit jeweils
1 mL pro 10x10° Zellen eines speziellen Proteinlysepuffers (R&D Systems Lysis Buffer 6 ergénzt
mit Proteinase-Inhibitor und Protease-Inhibitor) lysiert und mit einem Zellschaber gesammelt. Die
Proteinlysate wurden anschliefiend auf einem Rotator 30 min bei 4 °C inkubiert, fir 5 min auf
14.000 g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfihrt.
Daraufhin wurden die Proteinkonzentrationen mittels BCA Protein Assay bestimmt und durch
Verdinnung mit dem speziellen Proteinlysepuffer entsprechend angeglichen. Der R&D Systems
Proteome Profiler™ Human Phospho-Kinase Array wurde danach mit 300 g Protein pro
Array Set (A+B) gemal Herstellerprotokoll durchgefiihrt. AbschlieRend wurde die ECL (enhanced
chemiluminescence) mit einem Roéntgenfiim zu verschiedenen Expositionszeiten detektiert, die
Filme fixiert und entwickelt. Der entwickelte Film mit einer Expositionsdauer von 2 min wurde
gescannt und mit der Software ProteinSimple AlphaView densitometrisch analysiert. Die Daten
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wurden zur Auswertung reziprok verwendet, Background korrigiert, die technischen Duplikate

gemittelt, die beiden Zeitpunkte als biologische Replikate gemittelt und mit den Reference Spots

des Arrays normalisiert.

3.7 Dual-Luciferase Reporter Assay

3.7.1 In silico-Analyse der Promotorregionen

Die Sequenzen der Promotorregionen von CD24 auf Chromosom 6921 (-1931 bp bis -35 bp vor
ATG; Thomas et al., 2012) und LHX2 auf Chromosom 9q33 (-1926 bp bis -360 bp vor ATG)
wurden mit der Software JASPAR (Mathelier et al., 2014) auf potentielle Sox11-Bindestellen
analysiert. Hierbei wurden die Algorithmen PB0061.1 Sox11_1 und PB0165.1 Sox11_2 fir die

Spezies Mus Musculus verwendet, da kein Algorithmus fir humanes SOX11 vorhanden war. Der

relative profile score threshold wurde bei 80 % behalten. Die in silico-Analyse prognostizierte fur
die Promotorregion von CD24 elf (Tabelle 8) und flir LHX2 drei (Tabelle 9) potentielle

Sox11-Bindestellen.

Tabelle 8: Potentielle Sox11-Bindestellen in der Promotorregion von CD24.

Modell Score relativer Score Start Ende Strang potentielle Bindesequenz
PB0165.1  Sox11_2 8,033  0,815783122961265 71 84 +1 GAAATTCTTGTGTT
PB0165.1 Sox11_2 7,553 0,803756439270439 145 158 -1 TGAATTGGTTTGTG
PB0061.1  Sox11_1 8,956 @ 0,816680015233611 188 @ 204 -1 AAAGTGACAATGAAATC
PB0061.1 Sox11_1 11,279 0,861978873307586 216 232 -1 ATTAAAACAAAGTAAGT
PB0165.1  Sox11_2 @ 7,757 @ 0,80886777983904 @ 255 @ 268 -1 AAATTTGTCTAAAT
PB0165.1 Sox11_2 7,724 0,808040945335296 354 367 +1 AAAATTGAACCAAA
PB0165.1 | Sox11_2 8,643 0,831067033485024 399 412 -1 AAATTTGTTTAAAT
PB0061.1 Sox11_1 9,540 0,828068105253069 543 559 -1 CATACAACAAAAGTTGA
PB0165.1 | Sox11_2 9,611 0,855320845594857 773 = 786 +1 TGAATTGTAGTGGG
PB0061.1 Sox11_1 11,212 0,860672362980011 1061 1077 i CACAGAACAAAGCAAGG
PB0061.1  Sox11_1 | 13,572 0,906692726757273 1456 1472 +1 CGGGAAACAAAGGAAAC

Tabelle 9: Potentielle Sox11-Bindestellen in der Promotorregion von LHX2.
Modell Score relativer Score Start Ende Strang potentielle Bindesequenz
PB0165.1  Sox11_2 9,024  0,840613213664617 299 @ 312 -1 CAAATTATTTCATT
PB0061.1 Sox11_1 8,847 0,814554498432034 1280 1296 -1 AGGAGAAAAAAGAGGAG
PB0165.1  Sox11_2 7,762  0,808993057794153 1338 1351 -1 AGAATTGAAGAGGA
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3.7.2 Klonierung der Promotorregionen
Genomische DNA (gDNA) der MPNST-Zelllinie ST88-14 wurde mit dem Gentra Puregene DNA

Isolation Kit gemaly Herstellerprotokoll isoliert und anschlieRend photometrisch vermessen. Die

isolierte gDNA wurde als Template fur die PCR-Amplifikation der Promotorregionen von CD24 und

LHX?2 verwendet. Hierzu wurden Primer mit zusatzlichen Restriktionsschnittstellen fur Nhel und

Hindlll verwendet (Tabelle 10) und sowohl der PCR-Reaktionsansatz mit dem Invitrogen
Platinum® Pfx DNA Polymerase Kit (Tabelle 11; Tabelle 12), als auch das PCR-Programm
(Tabelle 13; Tabelle 14) entsprechend optimiert.

Tabelle 10: Primer zur Klonierung der Promotorregion von CD24 und LHX2.

Promotor Bezeichnung Primer Sequenz (5°-3) Referenz / Quelle
CD24 CD24Promoter_For (Nhel) GATC-GCTAGC-CACGCCCGGCCAAAGTATTTC Thomas et al., 2012
CD24 CD24Promoter_Rev (Hindlll) GATC-AAGCTT-CAGGATGCTGGGTGCTTGGAG Thomas et al., 2012
LHX2 LHX2Promoter-NEU3_For (Nhel) GATC-GCTAGC-CTAAATCCCTCCCCCACCAGACA
LHX2 LHX2Promoter-NEU3_Rev (Hindlll) GATC-AAGCTT-CGGGGCGCAAAGCAAGG

Tabelle 11: PCR-Reaktionsansatz zur Klonierung der Promotorregion von CD24.

Reagenz Volumen finale Konzentration
gDNA[100 ng]
10x Pfx Amplification Buffer 2,5puL 1x
10x PCRx Enhancer 2,5l 1x
dNTPs [10 mM] 0,75 pL 0,3 mM
MgSO4 [50 mM] 0,5 pL 1mM
Platinum Pfx Polymerase [2,5 U / pL| 0,2 uL 0,5U
CD24Promoter_For (Nhel) Primer [10 uM] 0,375 L 0,15 uM
CD24Promoter_Rev (Hindlll) Primer [10 pM] 0,375 pL 0,15 upM
ddH20 ad 25 pL

Tabelle 12: PCR-Reaktionsansatz zur Klonierung der Promotorregion von LHX2.

Reagenz Volumen finale Konzentration
gDNA[100 ng]
10x Pfx Amplification Buffer 5,0 uL 2x
10x PCRx Enhancer 7,5uL 3x
dNTPs [10 mM] 0,75 pL 0,3 mM
MgSO4 [50 mM] 0,5 pL 1mM
Platinum Pfx Polymerase [2,5 U / pL| 0,2 uL 0,5U
LHX2Promoter-NEU3_For (Nhel) Primer [10 uM] 0,375 uL 0,15 uM
LHX2Promoter-NEU3_Rev (Hindlll) Primer [10 pM] = 0,375 pL 0,15 uM
ddH20 ad 25 L
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Tabelle 13: PCR-Programm zur Klonierung der Promotorregion von CD24.

Schritt Temperatur Dauer

Holding Stage
1 95 °C 10 min
Cycling Stage (35 Zyklen)

2 95 °C 30s

3 62,5 °C 30s

4 68 °C 2 min
Final Stage

5 68 °C 10 min

6 4°C o0

Tabelle 14: PCR-Programm zur Klonierung der Promotorregion von LHX2.

Schritt Temperatur Dauer

Holding Stage
1 95 °C 10 min
Cycling Stage (30 Zyklen)

2 95 °C 30s

3 60 °C 20's

4 68 °C 2 min
Final Stage

5 68 °C 10 min

6 4°C o0

Im Anschluss wurde die Qualitdt der PCR-Reaktion durch Gelelektrophorese eines Aliquot auf
einem 3 %-Agarosegel kontrolliert. Hierbei zeigte sich jeweils ein einzelnes PCR-Produkt mit
1916 bp fur die Promotorregion von CD24 und mit 1566 bp von LHX2. Der Rest der PCR-Reaktion
wurden daraufhin mit dem Roche High Pure PCR Purification Kit gemal Herstellerprotokoll

aufgereinigt und photometrisch vermessen.

Zur Klonierung wurden die aufgereinigten PCR-Produkte und der Promega pGL3-Basic Vektor mit
den Restriktionsenzymen Nhel und Hindlll gemafy Herstellerprotokolle doppelt verdaut, mit dem
Roche High Pure PCR Purification Kit aufgereinigt und photometrisch vermessen. Der Vektor

wurde zusatzlich mit CIAP (calf Intestinal alkaline phosphatase) dephosphoryliert.

AnschlieRend wurden die PCR-Produkte mit dem New England Biolabs Quick Ligation Kit in einer
molaren Ratio von 3:1 in die multiple cloning region des Promega pGL3-Basic Vektor legiert und in
kompetente Bakterien (JM109, Promega) transformiert. Mit allen gepickten und Kkultivierten
Kolonien wurden Glycerin-Cryostocks erstellt und die Plasmide mit dem Qiagen Qiaprep Spin
Miniprep Kit isoliert. Die erfolgreiche Ligation der isolierten Plasmide wurde durch

Restriktionsverdau und Gelelektrophorese auf einem 1 %-Agarosegel Uberprift und anschlieRend
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sequenziert (Seqlab - Sequence Laboratories Goéttingen GmbH; Tabelle 15). Die Sequenzierung
der Promotorregion von CD24 zeigte hierbei zwei SNP (single nucleotide polymorphisms), die
bereits durch Wang et al. beschrieben wurden (P-246 A/G; P-534 A/C; Wang et al., 2012). Die
erfolgreich klonierten Vektoren mit den Promotorregionen von CD24 und LHX2, die in den
Dual-Luciferase Reporter Assays verwendet wurden, werden im Folgenden entsprechend
CD24P-pGL3 und LHX2P-pGL3 genannt. Abschlieend wurden die Vektoren CD24P-pGL3,
LHX2P-pGL3, Promega pGL3-Basic und Promega pRL-SV40 als Plasmid-DNA mit dem Promega
PureYield Plasmid Midiprep System unter Verwendung des enthaltenen Endotoxin Removal Wash

isoliert und vermessen.

Tabelle 15: Sequenzierungs-Primer.

Bezeichnung Primer Sequenz (5°-3") Referenz / Quelle
GL3 (Standard Primer) CCGGGCCTTTCTTTATGTTTTTG Seqlab
RV3 (Standard Primer) CTAGCAAAATAGGCTGTCC Seqlab

CD24Promoter_Seq_For_1 | CGAGAGTGTTCTGCAAAACTGA
CD24Promoter_Seq_For 2 = CAGGAGGGGAGGTTCCTG
CD24Promoter_Seq_Rev_1 CACAATAGCCGTGACGTGG
CD24Promoter_Seq_Rev_2 ACCTGCCATCTTACCCCC
CD24Promoter_Seq_Rev_3 CAGAGGAAAGGGGAACGC

3.7.3 Dual-Luciferase Reporter Assay

MLS-1765°""- und ~ MLS-1765%"-Zellen ~ wurden  mit den  Vektoren  eines
Firefly-Luciferase-Promoter Reporter (CD24P-pGL3 oder LHX2P-pGL3) und des
Renilla-Luciferase-Control Reporter Promega pRL-SV40 als interne Kontrolle im Verhaltnis 10:1
cotransfiziert. Als Kontrollexperiment wurden MLS-1765°°%"" und MLS-17655'-Zellen ebenfalls mit
den Vektoren Promega pGL3-Basic (ohne Promotorregion) und Promega pRL-SV40 im Verhaltnis
10:1 cotransfiziert. Hierzu wurden jeweils insgesamt 4 g Plasmid-DNA mit 15 L Qiagen

Attractene Transfection Reagent in 10mL Kulturmedium gemaf Herstellerprotokoll verwendet.

24 h nach der Transfektion wurden die Zellen jeweils mit 4x10° Zellen/ well in weilke
96-well-Zellkultur-Microplates in 18 technischen Replikaten ausgesat und bei 37 °C, 95 %rH,
5 % CO, weiter kultiviert.

48 h nach der Transfektion wurden die Aktivitaten der Firefly- und der Renilla-Luciferase mit dem
Promega Dual-Luciferase Reporter Assay System Kit gemall Herstellerprotokoll im
Microplatereader detektiert. Hierbei wurden die Lumineszenzen in 50 Intervallen mit jeweils 0,2 s
gemessen und die Summe aller Intervalle gebildet. Zur Auswertung wurden die Aktivitaten der
Firefly-Luciferase mit denen der Renilla-Luciferase normalisiert und im Anschluss als fold-change
dargestellt. Die Experimente wurden jeweils als drei unabhangige biologische Replikate
wiederholt.
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3.8 Vorinostat- und Trichostatin A-Behandlung

T778-Zellen wurden mit 2x10° Zellen / well in 6-well-Standardzellkulturplatten ausgesat und bei
37 °C, 95 %rH, 5 % CO; kultiviert. Nach 24 h wurden die subkonfluenten T778-Zellen entweder mit
einer 1:2-Verdunnungsserie von 5 M bis 0 M Vorinostat oder einer 1:2-Verdinnungsserie von
5 M bis 0 M Trichostatin A inkubiert. Nach weiteren 24 h wurde die Gesamt-RNA isoliert, diese
in cDNA umgeschrieben und die SOX77-Expression mittels qPCR bestimmt.

3.9 HIPO-Sequenzierungsprojekt

Im Rahmen des von DKFZ (Deutsches Krebsforschungszentrum) und NCT (Nationales Zentrum
fur Tumorerkrankungen) gemeinschaftlich finanzierten HIPO (Heidelberg Center for Personalized
Oncology)-Projekts ,Genomic Sequencing of High Grade Soft Tissue Sarcomas” wurde eine
Exom-Sequenzierung zur ldentifizierung bisher unbekannter genetischer Aberrationen als
mogliche therapeutische Ziele durchgeflhrt. Dieses Projekt wurde von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Duisburg-Essen (Prof. Sebastian Bauer, Essen) und der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg genehmigt. Dies schlief3t die im
Tumorgewebe des Patienten M615 identifizierte heterozygote Sequenzvariation in der
kodierenden Region von SOX11 (c.248T>A; SOX117*%) mit ein.

3.9.1 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierungen der kodierenden Region von SOX771 sowohl des Tumors- und des
nicht-neoplastischen Gewebes des Patienten M615, als auch einer unabhangigen Kohorte von
92 Liposarkomen (37 MLS, 48 DDLS und sieben PLS) wurden mit den entsprechenden Primer
(Tabelle 16) in der Abteilung Molekulare Diagnostik des Pathologischen Instituts des
Universitatsklinikum Heidelberg durchgefinhrt. Im Anschluss wurden die
Sequenzierungs-Chromatogramme mit der Software DNASTAR LaserGene SeqMan Pro

ausgewertet und mit der Referenzsequenz von SOX717 (RefSeq: NM_003108) verglichen.
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Tabelle 16: Sanger-Sequenzierungs-Primer fiir die kodierende Region von SOX171.

Bezeichnung Primer

Sequenz (5°-3°)

S0OX11 SeqRO1NEU_For
SOX11 SeqROT1NEU_Rev
SOX11 Seq03 For.

SOX11 Seq03 Rev.

SOX11 SeqRO3NEU_For
SOX11 SeqRO3NEU_Rev
SOX11 SeqRO4NEU_For
SOX11 SeqRO4NEU_Rev
SOX11 SeqRO5SNEU_For
SOX11 SeqRO5SNEU_Rev
SOX11 SeqRO6NEU_For
SOX11 SeqROBNEU_Rev

GTGCCGAGGACTTTGCAACT
TTCGATCTTGGACCATACCA
GAGGGCGAATTCATGGCTTG
CGGTACTTGTAGTCGGGGTA
GTCTCCGGACATGCACAAC
GCCCAGCACGTAGTCGTC
CAAGGGCTCCAGCAAGAA
GAGCTGCTCAGCGTAGGG
GAGGAGGACGAGGAACCAC
GCTTGGTGATGTTCTTGAAGC
GAGCCTCTACGACGAGGTG
CACCCTCCGAGAGAAAGAGC

SOX11 SeqRO7NEU_For | CTCTCAAAGCGCGCACAG

SOX11 SeqRO7NEU_Rev = CACTACAACTTCCTCCCAAGG

3.10/n silico-Analysen der SOX117#*4_Mutation

3.10.1 PolyPhen-2 Analyse

Die non-silent missense-Mutation SOX11™*% (c.248T>A) filhrt zu einem Aminoséureaustausch
der unpolar hydrophoben Aminosaure Leucin gegen die polar neutrale Aminosaure Glutamin
(p.L83Q). Dieser Aminosdaureaustausch in  SOX11 wurde mit der  Software
PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping-2) (Adzhubei et al., 2010) unter Beibehaltung der minimal
alignement length von 100, einem minimal identity in alignement von 0,5, einem maximal gap
length in alignement von 20 und einem threshold for contacts von 6 A analysiert. Zur Pradiktion

wurde das HumDiv Model verwendet.

3.10.2 MutationTaster2 Analyse

Die non-silent missense-Mutation SOX117%*%* (c.248T>A) wurde mit der Software MutationTaster2

(Schwarz et al., 2014) unter Verwendung von Model: simple_aae analysiert.

3.10.3 PyMOL Visualisierung

Zur Visualisierung des durch die non-silent missense-Mutation SOX7117* (c.248T>A)
verursachten Aminosaureaustauschs der unpolar hydrophoben Aminosdure Leucin gegen die
polar neutrale Aminosaure Glutamin (p.L83Q) wurde die Software PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System) verwendet. Es wurde die Kristallstruktur HMG-Box-Domane von murinen Sox4,
die an Lama7t (Laminin Alpha 1)-DNA bindet gewahlt, da bisher keine Strukturaufklarung von
SOX11 existiert und diese Struktur die ahnlichste verfligbare ist. Daher wurde die entsprechende
.pdb-file (Protein Data Bank code 3U2B; (Jauch et al., 2012)) bei der RCSB Protein Data
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Bank (www.rcsb.org; Berman et al., 2000) heruntergeladen und in PyMOL importiert. Im Anschluss
wurde manuell der Aminosaureaustausch (p.L93Q) in der Struktur des murinen Sox4
vorgenommen. Dieser ist homolog zum Aminosaureaustausch (p.L83Q) im humanen SOX11.

AbschlielRend wurde die Struktur um 90° und 180° gedreht und die Visualisierungen exportiert.

3.10.4 COSMIC- und cBioPortal-Datenbank Abfrage
Sowohl die COSMIC-Datenbank (Forbes et al., 2015) als auch die cBioPortal-Datenbank

(Gao etal., 2013) wurden mit dem Suchbegriff SOX771 nach maoglichen somatischen
SOX11-Mutationen durchsucht (Suche 22.05.2015). Im Anschluss wurden die Ergebnisse beider

Abfragen verglichen und vereint.

3.11Generierung der stabilen Zelllinie MLS-17657248A-50X1

3.111 Mutagenese

Zur Generierung der stabilen Zelllinie MLS-1765%%""

wurde zuvor via Gateway-Klonierung die
ccdB-Sequenz eines pDEST26-Expressionsvektors (CMV-Promotor) durch die Codon-optimierte
Sequenz (GeneArt) des humanen SOX71 (inklusive Kozak-Sequenz) ersetzt (im folgenden
SOX11-pDEST26 genannt). Dieser Vektor wurde mit dem Agilent Technologies QuikChange XL
Site-Directed Mutagenesis Kit gemaR Herstellerprotokoll so mutiert, dass Thymidin®*® durch
Adenosin ersetzt wurde (im folgenden SOX711™?**4_pDEST26 genannt). Dies entspricht der im

HIPO-Projekt zuvor identifizierten SOX117**-Mutation im Tumor des Patienten M615.

3.11.2 Transfektion und Selektion
MLS-1765-Zellen wurden mit dem SOX11™**.pDEST26-Vektor stabil transfiziert. Hierzu wurden

4 g durch BamHI-Verdau linearisierte Plasmid-DNA mit 15 L Qiagen Attractene Transfection
Reagent in 10 mL Kulturmedium gemaR Herstellerprotokoll verwendet. Im Anschluss wurden die
transfizierten =~ MLS-1765-Zellen 14 Tage in  Kulturmedium  unter  Selektion  von
250 g/ mL Geneticin (G418) kultiviert. Monoklonale Zellklone mit stabiler Integration wurden
selektiert und gemafl ihrer RNA- und Proteinexpression charakterisiert. Die mit dem
SOX11™*4_pDEST26-Vektor stabil transfizierten MLS-1765-Zellen werden im folgendem
MLS-1765"*#-S9X1 ganannt.
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3.12Materialien und Gerate

Tabelle 17: Materialien.

Material

Artikelnummer

Hersteller

0,05% Trypsin-EDTA (1x)

16% Formaldehyde Solution (w/v), Methanol-free,
10x 1 mL-Ampule

2-Mercaptoethanol

2-Propanol =2 99,5 p.a.

96-well Flat Bottom Cell Culture Microplate, white,
Chimney well, sterile

96-well Flat Bottom Cell Culture Plate

Absolute SYBR Green ROX Mix (2x)

AccuPrime GC-Rich DNA Polymerase

Acrylamide/Bis Solution (37,5:1)

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Albumin, Bovine

Ammoniumpersulfate

ApoTox-Glo Triplex Assay

Attractene Transfection Reagent

Basic Primary Neurons Nucleofector Kit (25 RCT)

BD Matrigel Matrix

BigDye XTerminator Purification Kit

Boric Acid p.A.

Bromophenol Blue-Na-salt

Bromphenol Blue-Xylene Cyanole Dye Solution

Carestream® Kodak® X-Omat LS film

Casein nach Hammarsten

Cell Culture Dishes 60 mm /100 mm / 150 mm

Cell Culture Plate 6-well / 12-well / 24-well

Cell Line Optimization Nucleofector Kit (20 RCT)

Cell Lysis Buffer (10x)

Cell Scraper/Zellschaber

25300-054

28906

42271

9866.2

655073

4430100

AB-1162

12337-016

10688

2267.5

A-7638

13375.2

G6321

301005

VPI-1003

354234

4376484

A3581

15375

B-3269

F1274

440203H

5550300

4430500

VCO-1001N

9803S

541070

Gibco (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)

Orange Scientific
(Braine-I'Alleud, Belgien)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Invitrogen (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Promega
(Mannheim, Deutschland)

Qiagen
(Hilden, Deutschland)

Lonza Group AG
(Basel, Schweiz)

BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland)

Applied Biosystems (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

AppliChem GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

VWR International GmbH
(Erlangen, Deutschland)

Orange Scientific
(Braine-I'Alleud, Belgien)

Orange Scientific
(Braine-I'Alleud, Belgien)

Lonza Group AG
(Basel, Schweiz)

Cell Signaling Technology
(Leiden, Niederlande)

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)
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Material

Artikelnummer

Hersteller

Cellstar Tubes 15 mL / 50 mL

Costar Stripette Serological Pipette Sterile
5mL/10 mL/25 mL

CryoPure Gefaly 1,6 mL

CSA Il Rabbit Link

CytoSelect™ 48-Well Cell Adhesion Assay ECM Array
(Fluorometric)

Dasatinib

Deck Works Low Binding Barrier Tip Sterile
10 puL /20 pL/ 100 pL /200 pL/ 1.000 pL
Deckglaser Menzel-Glaser 20x20 mm
Digitonin

Dimethylsulfoxide (for Cell Culture)

DTT (molecular biology grade)
Dual-Luciferase Reporter Assay System
Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS)
(no calcium, no magnesium)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (high glucose)

Ecolab Filtrationsvorsatze 0,2 pm

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 2 99% p.a.

EdU HTS Kit 488

Essigsaure Rotipuran 100% p.a.

Ethanol Rotipuran = 99,8% p.a.

ExoSAP-IT for PCR Product Cleanup

EZ-Run™ prestained rec. protein ladder

Fermentas BamHI (10 U/uL)

Fermentas CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) (1 U/uL)

Fermentas Hindlll (10 U/pL)

Fermentas Nhel (10 U/uL)

Fetal Bovine Serum (Lot: 112M3395)

Fibrinogen (from human Plasma)

188271

4488

72380

K1501

CBA-071-CB

90528

4136

19550.02

A3672

R0861

E1960

14190094

D6429

10462200

8043.2

BCK-HTS488

3738.2

9065.2

78205

10785674

ER0051

18009-027

15207-012

ER0971

F7524

F4883

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)

Corning GmbH
(Kaiserslautern, Deutschland)

Sarstedt AG & Co.
(Numbrecht, Deutschland)

Dako Deutschland GmbH
(Hamburg, Deutschland)

BioCat GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Cell Signaling Technology
(Leiden, Niederlande)

Corning GmbH
(Kaiserslautern, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

AppliChem GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Promega
(Mannheim, Deutschland)

Gibco (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Schleicher & Schuell BioScience GmbH
(Dassel, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

baseclick GmbH
(Tutzing, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

USB (Affymetrix)
(Santa Clara, USA)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)
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Material

Artikelnummer

Hersteller

Fibronectin (from human Plasma)

FideliTag PCR Master Mix (2x)

Formaldehyde Solution 37% acid free

FuGENE HD

G 418 disulfate salt solution (50 mg/mL)
(in H20, sterile-filtered, suitable for cell culture)

Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (10.000x in Water)

GeneRuler DNA Ladder 50bp / 100bp / 1kb

Gentra Puregene DNA Isolierungs Kit

Glycerin 2 98% Ph.Eur. Wasserfrei

Glycin Pufferan =2 99% p.a.

HEPES Pufferan = 99% (fur die Gewebezucht)

Hexadimethrine Bromide

High Pure PCR Product Purification Kit

Hydrochloric Acid (1N) (Salzsaure)

Immobilon-P Membran, PVDF, 0,45 ym

lonomycin

Kaliumchlorid

Kristallviolett p.a.

L-Glutamine (200 mM)

Lipofectamine 2000

Mangnesiumchlorid Hexahydrat

Menzel-Glaser 76x26 mm

Methanol Rotipuran = 99,9% p.a.

MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate (0,1 mL)

MicroAmp Optical Adhesive Film

Milchpulver (Blotting Grade)

Myco Alert Assay Control Set

F2006

71182

1.03999.1000

E2312

G8168

41003

SMO0372

202005

7530.1

3908.2

9105.4

H9268

11732676001

1.09057.1000

IPVHO00010

19657

4936.0500

T123.1

G7513

11668-019

1.05833.0250

4627.2

4346907

4311971

T145.2

LT07-518

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

USB (Affymetrix)
(Santa Clara, USA)

Merck Chemicals GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Promega
(Mannheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Biotium Inc.
(Hayward, USA)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Qiagen
(Hilden, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Merck Chemicals GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Millipore (Merck Chemicals GmbH)
(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Merck Chemicals GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Invitrogen (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Merck Chemicals GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Applied Biosystems (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Applied Biosystems (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Lonza Group AG
(Basel, Schweiz)
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Material

Artikelnummer

Hersteller

Myco Alert PLUS Mycoplasma Detection Kit

N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylene diamine (TEMED)

Natriumhydroxid = 99%

Natronlauge (1N)

NucleoSpin RNA (250)

Opti-MEM (1x) Reduced Serum Medium

Pasteur Capillary Pipetts

PCR Reaktionsgefal 0,2 mL

Penicilin/Streptomycin (10.000 U/mL)

peqGOLD 100 uM dATP / dGTP /dTTP / dCTP

Permeabilization Buffer (10x)

PhosSTOP

Pierce BCA Protein Assay Kit

Pierce Crosslink IP Kit

Platinum Pfx DNA Polymerase

Ponceau S solution (0,2% in 3% TCA)

Protease Inhibitor Mix G

Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit

PureYield Plasmid Midiprep System (300)

Q5 Hot Start High-Fidelity (2x) Master Mix

Qiaprep Spin Miniprep Kit (50)

Quick Extract DNA Extraction Solution 1.0

Quick Ligation™ Kit

QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit

Real Antibody Diluent

Real Detection System Peroxidase/AEC Rabbit/Mouse

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (100)

LT07-705

35925

9356.1

K021.1

740955.250

31985-047

683271

A2213

20-1011

00-8333-56

4906845001

23225

26147

11708-013

33427

39101.01

ARY003B

A2496

M0494S

27104

QE09050

M2200S

200517

§2022

K5003

K-1632

Lonza Group AG
(Basel, Schweiz)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Duren, Deutschland)

Gibco (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

WU Mainz (Wilhelm Ulbrich GdbR)
(Bamberg, Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)

Merck Chemicals GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Peglab (VWR International GmbH)
(Erlangen, Deutschland)

eBioscience
(Frankfurt, Deutschland)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Invitrogen (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

R&D Systems Inc.
(Minneapolis, USA)

Promega
(Mannheim, Deutschland)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt, Deutschland)

Qiagen
(Hilden, Deutschland)

Epicentre
(Madison, USA)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt, Deutschland)

Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland)

Dako Deutschland GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Dako Deutschland GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)
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Material

Artikelnummer

Hersteller

Roti-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

RPMI-1640 Medium

Safe-Lock Tubes 0,5 mL/1,5mL/2,0mL

SDS-Solution (10%)

Snapcap PP Tube 14 mL Sterile

SOC Outgrowth Medium

Sodium pyruvate

Staurosporine

Surveyor Mutation Detection Kit

Taq DNA Polymerase, recombinant (5 U/uL)

Target Retrieval Solution (10x) pH = 6,1

Target Retrieval Solution (10x) pH =9

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

Trabectedin (Yondelis) 0,25 mg

Transcription ChlIP Kit for 18 IPs

Trichostatin A (from Streptomyces sp.)

TRIS Pufferan =2 99,9% p.a.

Trypan Blue 0,5% (w/v)

Tween 20

UltraPure DNase/RNase-Free Destilled Water

Vectashield Mounting Medium for Fluorescence

Vorinostat (SAHA, MK0683)

Whatman® Gel blotting paper

A156.1

R8758

0030120.094

A0676

187261

B9020S

L0473

S$5921

706020

EP0402

S1699

S2367

M5655

C01010090

T8552

4855.1

L6323

P1379

10977035

H-1000

S1047

WHA10427826

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

AppliChem GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt, Deutschland)

Biochrom
(Berlin, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Integrated DNA Technologies Inc.

(Coralville, USA)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Dako Deutschland GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Dako Deutschland GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

PharmaMar
(Madrid, Spanien)

Diagenode
(Seraing (Ougrée), Belgien)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Biochrom
(Berlin, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Gibco (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Vector Laboratories Inc.
(Burlingame, USA)

Selleck
(Houston, USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)
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Tabelle 18: Gerate.

Gerat Hersteller

Applied Biosystems (Life Technologies GmbH)

3500 Genetic Analyzer (Frankfurt, Deutschland)

Mettler-Toledo GmbH
AE 100 Analysenwaage (GielRen, Deutschland)
. . Agilent Technologies
Agilent 2100 Bioanalyzer (Vg\llaldbronn, DeugthchIand)
Carl Zeiss AG

Axiovert 40C Microscope (Jena, Deutschland)

Biowizard Silverline SL-130 Blue Series (mikrobiologische Sicherheitswerkbank) g’ﬁ'r’\f;\‘/ﬁﬁgg 'Sgﬁz’:ctﬁgﬁg;m"'k GmbH)

) . . Sartorius AG
Certomat R Tischschiittler + Certomat H Inkubationshaube (Géttingen, Deutschland)
’ Olympus Deutschland GmbH
CKX41 Inverted Microscope + XM10 Monochrome Camera (Hamburg, Deutschland)

Covaris S220 High performance Sample Preparation System g:c:.\;?‘[(l?ugt_lf&:i:t;ﬂgggl)es o)

Electrophoresis Power Supply EPS 3500 '(AFTee;[)Sur:ZmDPet?srg?fI]:fd?IOteCh Europe GmbH

FluorChem M Detection System fsrg:]ehr;zlén ‘:Jleé A)

FLUOStar Omega Microplatereader ?O'\f‘tce;nl-tﬁa?; EDCeTJtScmhlbaﬂ d)

Heraeus (Thermo Fisher Scientific GmbH)

HERAsafe HS (mikrobiologische Sicherheitswerkbank) (Dreieich, Deutschland)

Memmert GmbH + Co. KG

INCO 2 246 (Zellkultur-Brutschrank) (Schwabach, Deutschland)

Olympus Deutschland GmbH

Live Cell Imaging System (Hamburg, Deutschland)

Heraeus (Thermo Fisher Scientific GmbH)

Megafuge 1.0RS Zentrifuge (Dreieich, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH

Mini-Protean Tetra System (Miinchen, Deutschland)

Eppendorf AG

miniSpin Plus Zentrifuge (Hamburg, Deutschland)

. Bioer Technolo
Mixing Block MB-102 (Binjiang, Ching)y

MultiSkan Ascent Microplate Photometer ZS?{;’;}?}:'EZ%R;%T;;Z‘;: GmbH
Thermo Fisher Scientific GmbH

NanoDrop 1000 (Dreieich, Deutschland)

Lonza Group AG

Nucleofector 2b/Il Device (Basel, Schweiz)

. LI-COR Biotechnology GmbH
Odyssey® Sa Infrared Imaging System (Bad Homburg DeuthhIand)

Peqlab (VWR International GmbH)

PerfectBlue Gelsystem Midi S (Erlangen, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH

PowerPac 200 (Mtnchen, Deutschland)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

REAX 2000 Vortexer (Schwabach, Deutschland)

BioCat GmbH

Rollschiittler RM5-30V (Heidelberg, Deutschland)

Rotat neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
otator (Heidelberg, Deutschland)




Gerat

Hersteller

Sliding Microtome Microm HM 430

StepOne Plus Real-Time PCR System

SW22 Wasserbad

Swiftpet Pro Pippettierhilfe

Synergy UV-R SYNSYRO000 Water Purification System

T1 Thermocycler

T3000 Thermocycler

Thermomixer 5436

Tischzentrifuge Z 252 MK

Tissue-Tek TEC 5 Tissue Embedding Console System

VacuBoy

VacuSafe Pumpe

Veriti 96well Thermal Cycler

X-Cite 120 Wide-Field Fluorescence Microscope Excitation Light Source

32 pH Meter

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Applied Biosystems (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

JULABO GmbH
(Seelbach, Deutschland)

Abimed (Kinesis GmbH)
(Langenfeld, Deutschland)

Millipore (Merck Chemicals GmbH)
(Darmstadt, Deutschland)

Biometra GmbH
(Gottingen, Deutschland)

Biometra GmbH
(Géttingen, Deutschland)

Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

Hermle AG
(Gosheim, Deutschland)

Sakura Finetek Germany GmbH
(Staufen, Deutschland)

INTEGRA Biosciences Deutschland GmbH
(Biebertal, Deutschland)

INTEGRA Biosciences Deutschland GmbH
(Biebertal, Deutschland)

Applied Biosystems (Life Technologies GmbH)
(Frankfurt, Deutschland)

Excelitas Technologies Corp.
(Massachusetts, USA)

Beckman Coulter
(Krefeld, Deutschland)

49



4 Ergebnisse

4.1 Zuvor durchgefihrte Arbeiten

4.1.1 SOX11-Expression in Liposarkomen

Mit dem Ziel, differentiell exprimierte Gene zwischen primaren MLS und nicht-neoplastisch
verandertem Fettgewebe zu identifizieren, wurde zu Beginn der Studie ein genomweites
Genexpressionsprofil von neun primaren MLS und zwei nicht-neoplastischen Fettgeweben mittels
llumina HumanHT-12 Arrays erstellt (Renner et al, 2013). Bei der unsupervidierten
Cluster-Analyse der Expressionsdaten bildeten die MLS-Falle und die beiden Fettgewebeproben
zwei diskrete Cluster. In der Rank-Product-Analyse (Breitling et al. 2004) war der neuronale
Transkriptionsfaktor SOX71 das signifikant am starksten hochregulierte Gen in MLS im Vergleich
zu nicht-neoplastischen Fettgewebe (52,9-fach; p < 0,001) (Abbildung 4A).

Nach der Identifikation von SOX171 als das signifikant am stéarksten hochregulierte Gen in MLS,
wurde die SOX771-mRNA-Expression in 20 weiteren primaren unbehandelten high-grade
Liposarkomen der Typen PLS (n=8) und DDLS (n=12) unter Verwendung des gleichen
Datensatzes untersucht. Hierbei zeigten PLS eine 1,7-fach und DDLS eine 3,5-fach hdéhere
SOX11-Expression als die entsprechenden nicht-neoplastischen Fettgewebe (Abbildung 4B).
Zusatzlich wurden die Array-basierten SOX7171-Expressionsdaten in einer unabhangigen Kohorte
von 17 normalen Fettgewebeproben und 20 MLS mittels gPCR validiert. Hierbei lag der Median
der relativen SOX11-Expression in MLS 256,1-fach héher im Vergleich zum Median der normalen
Fettgewebe (p < 0,001; Abbildung 4C).

Zur weiteren Evaluierung der SOX11-Expression wurde eine immunhistochemische Analyse auf
Tissue-Microarrays mit MLS (n = 56) und einer Serie von 237 weiteren Liposarkomen bestehend
aus PLS (n=23), WDLS (n=95) und DDLS (n = 119) durchgefiihrt (Abbildung 5A-C). Hierbei
zeigten insgesamt 91,1 % (51/56) der MLS eine positive Farbung von SOX11 (in variierender
Starke von schwach bis stark) und 75 % (42/56) der Falle wiesen eine starke Expression von
SOX11 auf. Funf der MLS waren komplett negativ (8,9 %). Die Diagnose konnte in diesen funf
MLS-Féllen allerdings durch histologische Re-Evaluation und durch Nachweis eines
FUS-DDIT3-Fusionstranskripts verifiziert werden. Weiter zeigte sich eine positive SOX11-Farbung
in 18,8 % (18/95) der WDLS, 47,1 % (56/119) der DDLS und 47,8 % (11/23) der PLS
(Abbildung 5D). Die immunhistochemische Analyse von nicht-neoplastisch veranderten
Fettgeweben zeigte keine SOX11-Expression.
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Abbildung 4: SOX11-Expression in Liposarkomen.

(A) Heatmap der 25 signifikant am starksten hoch- und runterregulierten Transkripte in primaren MLS im
Vergleich zu nicht-neoplastischen Fettgeweben. Die unsupervidierte Cluster-Analyse zeigt zwei diskrete
Cluster fir MLS und Fettgewebe. Gemall Rank-Product-Analyse ist SOX71 das signifikant am starksten
hochregulierte Gen in MLS im Vergleich zu normalen Fettgewebe. Die Daten der Genexpression der neun
MLS-Falle und der zwei Fettgeweben wurden von Renner et al. zuvor im Rahmen einer genomweiten
Genexpressionsanalyse mit lllumina HumanHT-12 Arrays erhoben (Renner et al., 2013). (B) Der Box Plot
zeigt die mRNA-Expression von SOX71 in Liposarkomen einer Kohorte von 29 unbehandelten primaren
high-grade Liposarkomen und zwei normalen Fettgeweben, die mit lllumina HumanHT-12 Arrays ermittelt
wurden. Die gepunkteten Balken zeigen die Extremwerte. Die Boxen reprasentieren den Interquartilabstand
(vom 25. bis zum 75. Perzentil der Expression). Die dunklen Linien zeigen den Median an. (C) Relative
MRNA-Expression von SOX771 in einer unabhangigen Kohorte von 17 normalen Fettgeweben
(Medianx = 22,5) und 20 MLS (Median % =5761,5) bestimmt durch qPCR. Die horizontalen Linien
reprasentieren den jeweiligen Median. Die Experimente wurden durchgefiihrt von Dr. Marcus Renner.
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Abbildung 5: Inmunhistochemische Analyse der SOX11-Expression in Liposarkomen.

Repréasentative immunhistochemische Farbungen von SOX11 auf Tissue Microarrays in MLS (A), DDLS (B)
und WDLS (C). Es findet sich eine nukleare Farbung von SOX11 in der DDLS-Komponente (B), jedoch nicht
in der WDLS-Komponente (C) des gleichen Liposarkompatienten. (D) Zusammenfassung der
immunhistochemischen Analyse der SOX11-Expression von 293 Liposarkomen unterschiedlicher Typen;

n: Anzahl der Falle. Die Experimente wurden durchgefiihrt von Dr. Marcus Renner.

4.1.2 SOX11-Proteinexpression in Liposarkomzelllinien

Zusatzlich zur immunhistochemischen Analyse wurde die SOX11-Proteinexpression in acht bereits
gut charakterisierten Liposarkomzelllinien bestimmt (Abbildung 6). In diesem Fall exprimieren
beide MLS-Zelllinien das determinierende FUS-DDIT3-Fusionsprotein und zeigen auflerst geringe
Expressionslevel an SOX11-Protein. Die WDLS/DDLS-Zelllinien FU-DDLS-1, T449, T778 und
LPS-141 besitzen alle die charakteristische Amplifikation von Chromosom 12q13-15. Die Zelllinien
FU-DDLS-1 und LPS-141 zeigen eine positive SOX11-Proteinexpression, wohingegen die
Zelllinien T449 und T778 negativ fur SOX11 sind. In der gering differenzierten PLS-Zelllinie LISA-2

und in der undifferenzierten Zelllinien SW872 ist keine SOX11-Proteinexpression detektierbar.
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Abbildung 6: SOX11-Proteinexpression in acht Liposarkomzelllinien.

Der Western Blot zeigt eine SOX11-Proteinexpression in den Zelllinien FU-DDLS-1 und LPS-141, auRerst
geringe Expressionslevel in den Zelllinien MLS-1765, MLS-402, jedoch keine in den Zelllinien, T449, T778,
LISA-2 und SW872. Die Experimente wurden teilweise durchgeflihrt von Dr. Marcus Renner.

4.1.3 Generierung einer MLS-Zelllinie mit ektopischer SOX11-Expression

Der mit 91,1 % hohe Anteil an primaren MLS mit positiver SOX11-Expression gab Anlass, der
funktionellen Bedeutung von SOX11 nachzugehen. Da weltweit nur wenige MLS-Zelllinien zur
Verfugung stehen und die beiden MLS-Zelllinien MLS-1765 und MLS-402 weitestgehend keine
endogene SOX11-Expression gezeigt haben, wurde MLS-1765 zur stabilen Uberexpression von
SOX11 gewahlt. Dazu wurde die Zelllinie MLS-1765 sowohl mit einem Codon-optimierten
SOX11-Expressionsvektor (MLS-1765°°%'"), als auch dem Leervektor (MLS-1765%") stabil
transfiziert, stabile Zellklone selektiert und auf die SOX11-Expression untersucht. Aus insgesamt
24 stabil transfizierten Zellklonen zeigte der Zellklon 11 hohe SOX11-Expressionlevel in der gPCR
(Abbildung 7A) und im Western Blot (Abbildung 7B) sowie eine nukledre Lokalisation von SOX11
in der immunhistochemischen Analyse von MLS-1765°°%""-Zellen (Abbildung 7C). Dieser Klon
wurde fur die nachfolgende Identifizierung von SOX11-Zielgenen und die funktionelle
Charakterisierung von SOX11 in MLS ausgewahlt.
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Abbildung 7: Stabile Uberexpression von SOX11 in der MLS-Zelllinie MLS-1765.

Die generierte stabile Zelllinie MLS-1765%¢"" zeigt im Vergleich zur entsprechenden Kontrollzelllinie
MLS-1765%" hohe Mengen an SOX77-mRNA (A) und SOX11-Protein (B). Die immunhistochemische
Analyse der prazipitierten MLS-1765-Zellen zeigt eine deutliche nukledre Farbung von SOX11 (C).

Die Experimente wurden durchgefihrt von Dr. Marcus Renner.
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4.1.4 Globale Genexpressionsanalyse und Identifizierung von
SOX11-Zielgenen

Zur ldentifizierung von differentiell exprimierten Genen nach Uberexpression von SOX11 wurde
ein globales Genexpressionsprofil der MLS-1765°°%"'- und MLS-17655"-Zellen durchgefiihrt.
Hierbei konnten 858 Transkripte mit mindestens 2-fach verstarkter und 248 Transkripte mit
mindestens 2-fach verringerter Expression ermittelt werden. Bei der funktionellen Annotation der
hochregulierten Transkripte nach SOX11-Uberexpression mit Hilfe der Datenbank KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; Kanehisa & Goto, 2000) zeigte sich eine signifikante
Assoziation mit sieben Signalwegen bzw. Prozessen (p<0,05). Hierzu zahlen Zellzyklus
(16 Gene, p = 1,2x10™), Eizellen-Meiose (zwélf Gene, p =4,3x107%), Biosynthese ungesattigter
Fettsauren (fiinf Gene, p = 1,0x10?), arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (acht
Gene, p = 3,2x10%), WNT-Signalweg (zwdlf Gene, p = 3,9x102), Ubiquitin-vermittelte Proteolyse
(11 Gene, p = 4,8x10) und Glutathion-Metabolismus (sechs Gene, p = 4,9x10?) (Abbildung 8A).

Um potentielle SOX11-Zielgene zu identifizieren wurde eine Rank-Product-Analyse durchgefuhrt
und die Schnittmenge mit den signifikant differentiell exprimierten Genen in primaren MLS im
Vergleich zu normalen Fettgeweben gebildet (Abbildung 4; percentage of false
predictions p < 0,05; fold-change = 2,0). Dies flhrte zu 19 hoch- und sieben runterregulierten
Transkripten, die sowohl in primaren MLS verglichen zu normalen Fettgewebe, als auch nach
Uberexpression von SOX11 in MLS-1765 die gleiche Expressionstendenz verbunden mit SOX11
zeigen (Abbildung 8B).
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Abbildung 8: Globale Genexpressionsanalyse nach Uberexpression von SOX11 in MLS-1765.

(A) Datenbank-Analyse mit Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Kanehisa & Goto, 2000) der
hochregulierten  Transkripte  durch  SOX11-Uberexpression in  MLS-1765 (fold-change = 2,0).
(B) Venn-Diagramm der differentiell exprimierten und Uberlappenden Transkripte zwischen primaren MLS
versus normalem Fettgewebe und MLS-1765°"%"" versus MLS-17655 (p < 0,05; fold-change = 2,0). Die

Experimente wurden durchgefiihrt von Dr. Marcus Renner.

54



Die groRte Ubereinstimmung ist hier fiir CD24 zu nennen, das mit 20,8-fach den héchsten
Expressionslevel im Vergleich zwischen MLS-1765°*"" versus MLS-1765%" und mit 6,9-fach den
funft-hdchsten Expressionslevel im Vergleich MLS versus Fettgewebe zeigte. Interessanterweise
befindet sich SOX77 unter den Zielgenen obwohl eine Codon-optimierte SOX17171-Sequenz zur
Generierung der stabilen MLS-1765%°*"-Zelllinie verwendet wurde. Hierbei handelt es sich um
das endogene SOX11-Transkript, das sich durch seinen Sequenzunterschied separat detektieren
ladsst. Von den 19 hochregulierten Transkripten zeigen alle, mit Ausnahme THEMSG6, eine
Konsensus-Bindesequenz fir SRY. Unter den hochregulierten Genen wurden sieben als
potentielle SOX11-Zielgene in MCL identifiziert (Wang et al., 2010; Vegliante et al., 2013;
Kuo et al., 2014) (Tabelle 19).

Tabelle 19: 19 hochregulierte Transkripte, die in MLS-1765°%*"" versus MLS-1765% und in priméren
MLS versus normales Fett eine positive Korrelation mit SOX71 zeigen.

SRY-Transkriptionsfaktor-Bindestelle (TFBS) Score ermittelt mit oPOSSUM V3.0 (Kwon et al., 2012);
RefSeq: Referenzsequenz, n.a.: nicht verfugbar; 1Wang et al, 2010; 2Vegliante et al, 2013;

® Kuo et al., 2014; * fold-change. Die Experimente wurden durchgefiihrt von Dr. Marcus Renner.

Gen RefSeq *MLS-176550X11vs.EV. *MLS vs. Fett Referenz SRY TFBS Score
CD24 NM_013230.2 20,8 6,9 1;2 n.a.
TMSB15A NM_021992.2 17,4 4,0 1;2 7,6
SBK1 NM_001024401.2 15,5 21 2 9,8
LHX2 NM_004789.3 12,9 26,0 2;3 9,2
NNAT NM_181689.1 6,5 6,0 - 10,2
SOX11 NM_003108.3 6,1 52,9 2;3 7,2
KIT NM_001093772.1 59 23 - 9,6
TUBB2B NM_178012.3 5,6 8,9 - 8,3
THEM®6 NM_016647.2 4,9 6,0 - -
TMSB15B NM_194324.1 4,5 3,8 1 9,8
CBX2 NM_005189.1 4,3 6,9 - 10,4
DPYSL4 NM_006426.1 4,2 7,2 - 10,4
TMSB15B A NM_194324.1 4.1 3,7 1 9,8
IRX3 NM_024336.1 4,0 49 3 9,8
KIT NM_000222.1 3,9 2,2 - 10,9
COL5A2 NM_000393.3 3,9 3,2 - 10,9
CDH2 NM_001792.2 3,8 2,7 - 10,4
NREP NM_004772.1 3,6 5,8 1 11,4
TMSB15B = XM_936687.1 3,4 3,2 1 9,8
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4.2 Eigene Arbeiten

4.2.1 Funktionelle Charakterisierung von SOX11 nach ektopischer
Uberexpression in der MLS-Zelllinie MLS-1765

Um den Einfluss von SOX11 auf den Phénotyp der MLS-Zelllinie MLS-1765 funktionell zu
charakterisieren, wurden unterschiedliche zellbasierte Assays mit der zuvor generierten stabilen
MLS-1765%°*""-Zelllinie durchgefiihrt. Zu Beginn wurde ein Wundheilungs-Assay durchgefiihrt, der
nach 24 h eine signifikant verminderte Migration (78 %, p <0,05) von MLS-1765-Zellen nach
Uberexpression von SOX11 zeigte (Abbildung 9A). Ein im Anschluss durchgefiihrter
Klonogenitats-Assay Uber zehn Tage zeigte weiter eine durch SOX11-vermittelte signifikant
verminderte Kolonienbildungskapazitat (33 %, p < 0,05) (Abbildung 9B).

Als nachstes wurde ein MTT-Assay uber einen Zeitverlauf von 96 h durchgefiihrt bei dem die
MLS-1765%°*""-Zellen im Vergleich zu den MLS-1765%'-Zellen eine deutlich reduzierte Viabilitat
aufwiesen (Abbildung 9C). Da die im MTT-Assay beobachtete verminderte Viabilitdt in den
MLS-1765°°*""-Zellen auch durch eine verminderte Proliferation hervorgerufen werden kann,
wurde ein EdU-Proliferations-Assay durchgefiihrt. Dieser Assay ermoglicht die direkte Messung
von Proliferation durch Inkorporation von 5-Ethynyl-dU in neu-synthetisierte DNA. Der
EdU-Proliferations-Assay zeigte, dass SOX11 die Proliferation der MLS-1765-Zellen signifikant
reduziert (Abbildung 9D). Um die Einflisse von SOX11 auf Viabilitdt und Proliferation mit einem
unabhangigen Assay zu verifizieren und zusatzlich einen Effekt auf Apoptose oder Zytotoxizitat
auszuschlieBen, wurde ein ApoTox-Glo™ Assay gewidhlt. Dieser Assay erfasst simultan
Zellviabilitat, Zytotoxizitdt und Apoptose. Hierbei konnte eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat durch SOX11 bei unveranderter Zytotoxizitdt und Apoptose detektiert werden.
Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, dass die zuvor im MTT-Assay und
EdU-Proliferations-Assay verzeichnete Reduktion der Zellviabilitdt ausschlieBlich durch eine
verminderte Proliferation begriindet ist. Eine verstarkte Apoptose oder Lyse der Zellen durch

Zytotoxizitat als Ursache kann weitestgehend ausgeschlossen werden (Abbildung 9E).
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Abbildung 9: Funktionelle Charakterisierung von MLS-1 765°5°%"",

(A) Der reprasentative Wundheilungs-Assay aus funf unabhdngigen Experimenten zeigt eine um
78 % verminderte Migration und (B) der reprasentative Klonogenitats-Assay aus drei unabhangigen
Experimenten eine verminderte Kolonienbildungskapazitdt nach SOX11-Uberexpression in MLS-1765.
(C) Der reprasentative MTT-Assay aus drei unabhangigen Experimenten demonstriert eine verminderte
Zellviabilitat der MLS-1765 nach Uberexpression von SOX11 im Zeitverlauf.
(D) Der EdU-Proliferations-Assay weist eine signifikante Reduktion der Zellproliferation durch SOX11 nach.
(E) Der ApoTox-Glo™ Assay detektiert eine nach SOX11-Uberexpression signifikant reduzierte Zellviabilitat
bei unveranderter Zytotoxizitat und Apoptose (* p < 0,05; *** p < 0,001). Der Wundheilungs-Assay wurde
durchgefiihrt von Dr. Marcus Renner.

Sowohl die verminderte Migration als auch die starke Hochregulation des Oberflachenmolekils
CD24 nach Uberexpression von SOX11 in MLS-1765-Zellen gaben Anlass, den Einfluss auf
Integrin-vermittelte Zelladh&sion naher zu untersuchen. Dazu wurde der CytoSelect™ Cell
Adhesion Assay ECM Array mit unterschiedlichen Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM)
gewahlt.

Hierbei zeigten MLS-1765°°"- im Vergleich mit MLS-1765%-Zellen keine signifikante
Veranderung im Adhasionverhalten an Collagen I, Collagen IV, Laminin | und Fibrinogen. Weiter
lieRen MLS-1765°°""-Zellen eine leicht verstarkte Adhasion an Fibronectin 1 im Vergleich mit
MLS-1765%"-Zellen erkennen (Abbildung 10A). Um eine mégliche Verdnderung in der Bindung von
Fibronectin 1 weiter zu untersuchen wurde ein Zelladhasions-Assay mit selbstbeschichteten
57



Zellkulturplatten  durchgefuhrt. Hierbei konnte die leicht verstarkte Adhasion der
MLS-1765°°%""-Zellen an Fibronectin 1 im Vergleicht zu MLS-1765%'-Zellen jedoch nicht
reproduziert werden (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Zelladhdsion an Komponenten der extrazellularen Matrix.

(A) SOX11 zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Zelladh&sion an die untersuchten extrazellularen
Matrixkomponenten Collagen | (COLI), Collagen IV (COLIV), Laminin | (LMNI) und Fibrinogen (FNG) mit
geringem Unterschied in der Bindung an Fibronectin 1 (FN1). (B) Die geringen Unterschiede in der
Zelladhasion an Fibronectin 1 lassen sich in einem Zelladhasions-Assay mit selbstbeschichteten

Zellkulturplatten nicht reproduzieren; die x-Achse zeigt die relative Anzahl der ausgesaten Zellen.

4.2.2 SOX11-Expression erhoht die Sensitivitat von MLS-1765 gegenuber

Chemotherapeutika

Um einen mdglichen Einfluss von SOX11 auf die Sensitivitat gegentber Chemotherapeutika von
MLS-1765-Zellen zu identifizieren, wurden diese in Dosis-Wirkung-Experimenten mit
unterschiedlichen Chemotherapeutika behandelt. Zunachst wurden die MLS-1765-Zellen mit
Doxorubicin, einem zytotoxischen Anthracyclin, das in der Standarderstlinientherapie von
Weichgewebssarkomen verwendet wird, behandelt. Hierbei zeigten die MLS-1765°%*"- im
Vergleich zu den MLS-17655"-Zellen keinen Unterschied in ihrem ECso-Wert (ECs0 = 24 nM)
(Abbildung 11A). Im néachsten Schritt wurden die MLS-1765-Zellen mit den niedermolekularen
Chemotherapeutika Dasatinib und Trabectedin  behandelt. Hierbei erschienen die
MLS-1765%°"""- im Vergleich zu MLS-1765%"-Zellen sensitiver gegeniiber der Behandlung mit
beiden Chemotherapeutika zu sein. Dies zeigt sich in ihren niedrigeren ECso-Werten gegeniber
Dasatinib (ECso =150 nM und ECs, =980 nM) (Abbildung 11B) und dem hochpotenten
Trabectedin (ECso = 0,8 nM und ECsp = 1,4 nM) (Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Die SOX11-Expression erhoht die Sensitivitit von MLS-1765 gegeniiber den
Chemotherapeutika Dasatinib und Trabectedin, jedoch nicht gegeniiber dem
Standarderstlinientherapeutikum Doxorubicin.

(A) Die ECso-Werte der MLS-1765°2%""- (ECs = 24 nM) und MLS-1765%"-Zellen (ECs = 24 nM) zeigen keine
Unterschiede bei der Behandlung mit Doxorubicin. (B)Bei der Behandlung mit Dasatinib zeigen
MLS-1765°%""- einen niedrigeren ECso-Wert (ECso = 150 nM) als MLS-1765"-Zellen (ECso = 980 nM).
(C) Ebenso weisen bei der Behandlung mit Trabectedin MLS-1765°°""- einen niedrigeren ECso-Wert
(ECs0 = 0,8 nM) als MLS-1765"-Zellen (ECso = 1,4 nM) auf. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Ergebnis

von drei unabhangigen Experimenten, auf deren Mittelwert sich die angegebenen ECsy-Werte beziehen.
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4.2.3 SOX11 hat keinen Einfluss auf das Phosphorylierungsprofil von

MLS-1765
Mit der Uberexpression von SOX11 in MLS-1765 wird die Regulation zahlreicher Gene direkt oder

indirekt variiert, was ihre Proteinabundanz beeinflusst. Dies kann eine Veranderung ihrer Aktivitat
oder die Aktivitat anderer Proteine innerhalb der Signalwege mit denen sie im Zusammenhang
stehen hervorrufen. Daher wurde das Phosphorylierungsprofil von 43 Phosphorylierungsstellen
von 37 Kinasen und zweier zugehériger Gesamtproteine mittels Proteome Profiler'™ Human
Phospho-Kinase Array analysiert. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede der
Phospho-Kinaseaktivitaten zwischen MLS-1765%°*""- und MLS-1765-Zellen detektiert werden
(Abbildung 12).

4.2.4 Verifizierung potentieller Zielgene von SOX11 in MLS

Zur Verifizierung potentieller Zielgene von SOX11 in MLS wurden zunachst sieben Gene (LHX2,
TMSB15A (Thymosin Beta 15A), CD24, NNAT (Neuronatin), THEM6 (Thioesterase Superfamily
Member 6), TUBB2B (Tubulin Beta, Class IIB) und SOX11) selektiert, deren Transkripte zuvor in
der globalen Genexpressionsanalyse der primaren MLS und der generierten stabilen
MLS-1765%°*""-Zelllinie als stark hochreguliert identifiziert worden sind und deren Promotoren eine
Konsensus-Bindesequenz fir SRY tragen (Tabelle 19). Die Gene SBK1(SH3 Domain Binding
Kinase 1) und KIT (Proto-Oncogene KIT) wurden hierbei nicht bertcksichtigt, da sie die geringsten
Expressionslevel in primaren MLS gegenulber den anderen identifizierten 17 Transkripten zeigten.
Die Expression von SOX11 hingegen wurde hier besonders beriicksichtigt, da zur Generierung der
stabilen MLS-1765°9%""-Zelllinie ein Expressionsvektor mit einer Codon-optimierten
SOX11-Sequenz verwendet wurde und sich dieses SOX77-Transkript in seiner Sequenz vom
humanen SOX71-Transkript (ENST00000322002) unterscheiden Ilasst. Bei dem durch den
HumanHT-12  Bead  Array  zuvor  detektierten SOX11-Transkript  der  globalen
Genexpressionsanalyse in der stabilen MLS-1765°*"'-Zelllinie handelt es sich ausschlieflich um
die Expression von endogenem SOX71. Durch die eindeutige Diskriminierung von
Codon-optimiertem und endogenem SOX771 mittels sequenzspezifischer Primer, kann die
Expression von endogenem SOX171 auf eine Beeinflussung der eigenen Expression in Form einer

positiven Auto-regulation hinweisen.
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Abbildung 12: SOX11 hat keinen Einfluss auf das Phosphorylierungsprofil von MLS-1765.
Die Analyse von 43 Phosphorylierungsstellen von 37 Kinasen und zweier zugehoriger Gesamtproteine in
Proteinlysaten von MLS-1765°%""- und MLS-1765%"-Zellen mittels Proteome Profiler™ Human

Phospho-Kinase Array zeigt keine signifikanten Unterschiede der Phospho-Kinaseaktivitaten.
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Das potentielle Zielgen CD24 wurde zusatzlich auf Proteinebene weiter evaluiert, indem ein
Western Blot (Abbildung 13D) und eine immunhistochemische Analyse (Abbildung 13E)
durchgefihrt wurden. Diese zeigten hohe Mengen an Protein und eine membranare und
zytoplasmatische Farbung von CD24 in MLS-1765°°*""-Zellen im Vergleich zu MLS-17655"-Zellen.
Zu diesem Zeitpunkt konnte LHX2 nicht auf Proteinebene weiter evaluiert werden, da kein

geeigneter Antikdrper zur Verfigung stand.

Nachdem die Korrelations- und Expressionsanalysen der Zielgene CD24 und LHX2 bereits auf
eine potentielle direkte Regulation durch SOX11 in MLS hindeuteten, wurden Dual-Luciferase
Reporter Assays mit den Promotorregionen dieser Gene durchgefiihrt. Zunachst wurden die
Promotorregionen von CD24 und LHX2 in silico mittels JASPAR (Mathelier et al., 2014) auf
Konsensus-Bindestellen fur murines Sox11 untersucht. Die Analyse identifizierte neun bzw. drei
mdgliche Konsensus-Bindestellen in den Promotorregionen von CD24 (-1931 bp bis -35 bp
upstream translation start site) und LHX2 (-1926 bp bis -360 bp upstream translation start site)
(Abbildung 13F). Diese identifizierten Konsensus-Bindestellen sind hoch konserviert zwischen
Menschen und Mausen. Im Anschluss wurden zwei entsprechende Reporter-Konstrukte mit der
jeweiligen Promotorregion vor dem Gen der Firefly-Luciferase generiert (Abbildung 13F). Hierbei
zeigten die Dual-Luciferase Reporter Assays nach transienter Transfektion der CD24- und
LHX2-Promotoren jeweils signifikant héhere Luciferase-Aktivititen in MLS-1765°°%""- im Vergleich
zu MLS-1765%"-Zellen. Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis darauf, dass CD24 und LHX2
mdglicherweise direkte Zielgene von SOX11 in MLS sind (Abbildung 13G).

62



>

407 o B MLS-17655
SOX11
35 O MLS-1765
— 30 -
s
28 25 -
[oN
ER 20 - =]
23
E§X 151
° O
2 10 -
5 4
1| | ol |
LHX2 TMSB15A CD24 NNAT THEM6 TUBB2B SOX11
10% 7 1047 ®
[ ] o [ ]
[ J
° o
o
10° 1 10° 1
5 5
K} S
5 1027 ~ 1027
S g
3 5
101 r=0,7 10" L r=0,64
o MLS ° o MLS
normales Fett normales Fett
100 © T T T 1 10° T T T d
10° 10" 10? 10° 104 10° 10" 102 10° 104
D SOX11 (logso) E SOX11 (logso)
MLS-1765 CD24 (SWA11)
[kDa] ~ EV SOX11 e L
CARY
40> . CD24 L
& y’ i
o> 4
55> | e  ACTB MLS-17655  MLS-1765%°X"
1.4 1@ MLS-17655
CD24: = O MLS-17655%" ok
g 1,2 4 I
-1931 -35 14
>
[ CD24 Promotor (chr. 6G21) [ FF Luciferase $1.0 - 1
AAAAA AA A A A A ic
SOX11-Bindestellen §08 1 *
T
<06 A
LHX2: kS
S
-1926 -360 304 -
| LHX2 Promotor (chr. 9933) | FF Luciferase -,OZ_J
A A A gO,Z 1
SOX11-Bindestellen 0
CD24 LHX2
Abbildung 13: Verifizierung potentieller Zielgene von SOX11 in MLS.
(A) Verifizierung sieben potentieller SOX11-Zielgene mittels qPCR in MLS-1765°°*""-  und

MLS-1765"-Zellen. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (standard error of the mean). Korrelationen der
SOX11- mit CD24- (B) und LHX2-Expressionwerten (C) in primdren MLS (dunkelgraue Kreise) und in
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normalen Fettgewebe (hellgraue Quadrate). Die Expressionswerte wurden mit gPCR mit S78 und SRSF4
als endogene Kontrolle ermittelt. (D) Der Western Blot zeigt eine starke Proteinexpression von CD24 in
MLS-1765°"""- im Vergleich zu MLS-17655'-Zellen. (E)Die immunhistochemische Analyse von
Zellprazipitaten zeigt sowohl eine membrandre als auch zytoplasmatische Lokalisation von CD24.
(F) Schematische Abbildung der Luciferase-Reporter-Konstrukte der Promotorregionen von CD24 und
LHX2. Die potentiellen Konsensus-Bindestellen von Sox11 sind der in silico-Analyse mit JASPAR
(Mathelier et al., 2014) entnommen und sind als graue Dreiecke dargestellt. (G) Die Dual-Luciferase
Reporter Assays nach transienter Transfektion der Promotoren zeigen signifikant hdéhere relative
Lichteinheiten in MLS-1765°°*""- im Vergleich zu MLS-1765'-Zellen. Das Balkendiagramm zeigt den
Mittelwert dreier unabhangiger Experimente; * p < 0,05; ** p < 0,01; FF: Firefly. Die Expressionskorrelationen

wurden teilweise durchgefuhrt von Dr. Marcus Renner.

4.2.5 Die Expression von SOX11 in Liposarkomen ist abhangig vom

Acetylierungsstatus der Histone
Um die Ursachen der SOX11-Expression in Liposarkomen weiter zu beleuchten, wurde die
SOX11-negative WDLS/DDLS-Zelllinie T778 mit den Histon-Deacetylase (HDAC)-Inhibitoren
Vorinostat (HDAC1- und HDACS3-Inhibitor) und Trichostatin A (TSA; unspezifischer
HDAC-Inhibitor) behandelt. 24 h nach der Behandlung mit den Histon-Deacetylase-Inhibitoren
zeigte sich eine Dosis-abhangige Re-expression der SOX77-Transkripte in den T778-Zellen.
Hierbei nahm die SOX7171-Expression nach Vorinostat-Behandlung um bis zu 1,5-fach
(Abbildung 14A), bei der Behandlung mit TSA um bis zu 2,5-fach gegenlber den unbehandelten
T778-Zellen zu (Abbildung 14B). Ein Regulationsmechanismus der SOX77-Expression in

Liposarkomen ist damit sehr wahrscheinlich abhangig vom Acetylierungsstatus der Histone.
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Abbildung 14: Die Expression von SOX11 in Liposarkomen ist abhdangig vom Acetylierungsstatus
der Histone.

24 h nach Behandlung der WDLS/DDLS-Zelllinie T778 mit dem Histon-Deactylase-Inhibitor Vorinostat (A)
oder Trichostatin A (B) wurde mittels qPCR eine Dosis-abhangige Zunahme der SOX11-Transkripte um bis
zu 1,5-fach bzw. 2,5-fach gegenuber den unbehandelten T778-Zellen detektiert.
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4.2.6 SOX11-Mutation in MLS

Im Rahmen des von DKFZ (Deutsches Krebsforschungszentrum) und NCT (Nationales Zentrum
fur Tumorerkrankungen) gemeinschaftlich finanzierten HIPO (Heidelberg Center for Personalized
Oncology)-Projekts ,Genomic Sequencing of High Grade Soft Tissue Sarcomas”, das sich der
Identifizierung von bisher unbekannten genetischen Aberrationen als mdgliche therapeutische
Ziele mittels Exom-Sequenzierung zur Aufgabe gemacht hat, wurden 19 Liposarkompatienten
(funf MLS-, neun DDLS-, funf PLS-Patienten) sequenziert und somatische single-nucleotide
variants identifiziert. Hierbei konnte im Tumorgewebe eines Patienten mit MLS (M615) eine
heterozygote Sequenzvariation in der kodierenden Region von SOX771 nachgewiesen werden
(c.248T>A; im folgenden SOX117%4 genannt).

Aktuell sind in der COSMIC- und cBioPortal-Datenbank unter 3.702.312 codierenden Mutationen
in 1.177.397 Proben insgesamt 152 SOX71-Mutationen hinterlegt (Stand 22.05.2015)
(Forbes et al., 2015; Gao et al., 2013). Hiervon sind 53 (34,9 %) synonyme Mutationen ohne
Aminosaureaustausch, 84 (55,3 %) missense-Mutationen mit Aminosdureaustausch und vier
(2,6 %) sind nonsense-Mutationen mit vorzeitigem Stoppcodon. Die restlichen somatischen
Mutationen sind eine Insertion mit frame-shift (0,7 %), vier in-frame-Deletionen (2,6 %),

funf frame-shift-Deletionen (3,3 %) und ein komplexes Rearrangement (0,7 %) (Abbildung 15).

Diese SOX11-Mutationen wurden hierbei in Karzinomen aller Gewebetypen (hauptsachlich Lunge,

Pankreas, Magen, Darm, Uterus, Haut) und neuronalen Tumoren (Glioblastome) identifiziert.
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Abbildung 15: Somatische SOX117-Mutationen.
Missense-Mutation ~ (grin),  nonsense-Mutation,  frame-shift-Deletion,  frame-shift-Insertion  (rot),

in-frame-Deletion (schwarz) (Gao et al., 2013).

Im Anschluss an die Exom-Sequenzierung wurde zur Validierung der
SOX11™*4.Sequenzvariation eine Sanger-Sequenzierung des kodierenden SOX77-Genlocus im
Tumorgewebe des Patienten M615 durchgeflhrt. Zusatzlich wurde diese Region im
nicht-neoplastischem Gewebe des Patienten sequenziert. Dabei konnte die SOX71%**-Mutation
im Tumorgewebe verifiziert werden, wobei die Sequenzierung des Normalgewebes keine

Sequenzvarianten von SOX171 zeigte (Abbildung 16A).
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Zur Uberpriifung der Expressionslevel von SOX11 wurde die mRNA des Tumors von Patient M615
im Vergleich zur SOX11-negativen Zelllinie SW872 mittels gPCR analysiert. Hierbei lieR sich eine
hohe relative Expression von SOX77 im Tumor detektieren (Abbildung 16B). Die
immunhistochemische Farbung des Tumorgewebes zeigte zudem eine nukledrer Lokalisation der
SOX11-Expression (Abbildung 16C).
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Abbildung 16: Die SOX117%***.Mutation in MLS-Patient M615.

(A) Sequenzierungs-Chromatogramm des MLS und Normalgewebes des im HIPO-Projekt analysierten
Patienten M615. Gezeigt ist das Ergebnis der Sanger-Sequenzierung von SOX771 fiur die Basen
A*** bis C*% * somatische heterozygote Mutation ¢.248T>A. (B) Die qPCR des Tumorgewebes detektiert
hohe relative Expressionslevel von SOX77-mRNA im Vergleich zur SOX11-negativen Liposarkomzelllinie
SW872. (C) Die immunhistochemische Analyse von SOX11 im Tumorgewebe zeigt eine Farbung von
SOX11 mit nuklearer Lokalisation.

Zur |dentifizierung einer rekurrenten oder weiterer SOX77-Mutationen in Liposarkomen wurde der
kodierende SOX77-Genlocus darauf in einer unabhangigen Kohorte von 92 Liposarkomen
(37 MLS, 48 DDLS und sieben PLS) und in allen zur Verfliigung stehenden Liposarkomzelllinien
(MLS-1765, MLS-402, FU-DDLS-1, T449, T778, LPS-141, LISA-2, SW872) ebenso mittels
Sanger-Sequenzierung analysiert. Hierbei konnte jedoch keine weitere Mutation identifiziert
werden. Damit trug eines von insgesamt 111 (0,9 %) der untersuchten Liposarkome eine
genetische Veranderung von SOX11 (Tabelle 20).
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Tabelle 20: SOX177-Mutationen in Liposarkomen.
Die Tabelle zeigt die identifizierte SOX11-Mutation der analysierten Liposarkome aus dem HIPO-Projekt und

der unabhangigen Kohorte; HET: Heterozygot.

Subtyp Anzahl SOX77-Mutationen CDS Mutation AS Mutation Typ Zygositat

MLS 1/42 (2,4%) C.248T>A p.L83Q missense HET
DDLS 0/57 - = =
PLS 0/12 - - -

Die Mutation SOX11™*% stellt eine non-silent missense-Mutation dar und filhrt zu einem
Aminosaureaustausch der unpolar hydrophoben Aminosdure Leucin gegen die polar neutrale
Aminosaure Glutamin (p.L83Q). Dieser Aminosaureaustausch ist in der a-HelixIl der
HMG-Box-Domane von SOX11 lokalisiert (Abbildung 17A). Daruber hinaus ist die mutierte
Aminosaure des humanen SOX11 sowohl Uber eine gro3e Anzahl an Spezies (Abbildung 17B), als
auch Uber die anderen Mitglieder der SOX-Gruppe C hinweg hoch konserviert. Die Lokalisation
der Mutation SOX71?* in der HMG-Box-Domidne sowie der hohe Grad an
Spezies-Ubergreifender Konservierung ist ein erster Hinweis auf eine essentielle funktionelle
Relevanz (Abbildung 17C). Um die Auswirkungen des Aminosdureaustauschs auf die
Proteinstruktur und —funktionalitat zu analysieren wurde in silico eine Pradiktion mit der Software
PolyPhen-2 durchgefuhrt (Adzhubei et al., 2010). Diese prognostizierte unter Verwendung des
HumDiv Models, dass die SOX11™**.Mutation die Proteinstruktur von SOX11 mit einer sehr
hohen Wahrscheinlichkeit funktionell beeintrachtigt (Score: 0,999; Sensitivitat:  0,14;
Spezifitat: 0,99; Abbildung 17D).

Eine zusatzliche in silico-Analyse mit der Software MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014), welche
zur Pradiktion einen anderen Algorithmus (Model: simple_aae) verwendet, ergab ebenfalls, dass
die  SOX7117**_.Mutation mit hoher  Wahrscheinlichkeit kankheitsverursachend ist
(Score: 0,999999998643131). Weiter prognostiziert die Software, dass die DNA-bindende
Eigenschaft der HMG-Box Domane durch die SOX11™**4_Mutation verloren geht.

Um die Ergebnisse der in silico-Analysen besser einschatzen zu kdnnen, wurde der durch die
SOX11™*A.Mutation hervorgerufene Aminosaureaustausch in einem 3D-Strukturmodell mit
PyMOL visualisiert (Abbildung 17E). Hierfur wurde die Lama7-DNA-bindende HMG-Box-Doméne
von murinen Sox4 verwendet, da bisher keine Strukturaufklarung von SOX11 existiert
(Jauch et al., 2012). Die Region von Sox4 ist jedoch aufgrund ihrer Homologie zu SOX11
annahernd identisch (Abbildung 17C). Die Visualisierung macht dabei deutlich, dass die a-Helix Il
der HMG-Box Doméane von SOX11 entscheidend an der DNA-Bindung beteiligt ist und einen
geringen Abstand zur gebundenen DNA einnimmt. Zusammenfassend liefern die in silico-Analysen
starke Hinweise dafiir, dass der durch die SOX71"#***.Mutation hervorgerufene
Aminosdureaustausch zu einer loss-of-function-Mutation der Sekundar- und Tertidrstruktur von
SOX11 fuhrt und somit die DNA-bindende Eigenschaft von SOX11 beeintrachtigt.
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Abbildung 17: Merkmale und Auswirkung der SOX717%***.Mutation.

(A) MalRstabsgetreue schematische Darstellung des SOX11-Proteins. Es sind die Lage der wichtigsten
Strukturen, wie der HMG-Box-Domane (HMG-Box, dunkelgraue Box) zusammen mit ihren drei
a-Helices-Untereinheiten (al rote Box, all blaue Box, alll griine Box; Lage bezieht sich auf die vollstandig
aufgeklarte Struktur von murinen Sox4 (van Houte et al., 1995)), und der Transaktivierungsdomane
(TA; hellgraue Box) hervorgehoben. *Lage der SOX11™*_Mutation (p-L83Q) (gelbe Markierung).
(B) Konservierung der mutierten Aminosaure Uber unterschiedliche Spezies hinweg. (C) Konservierung der
mutierten Aminosaure in Mitgliedern der SOX-Gruppe C. (D) Ergebnis der PolyPhen-2 in silico-Pradiktion zur
Wahrscheinlichkeit eines Einflusses der SOX7117%***.Mutation auf die Proteinfunktion und -struktur von
SOX11. (E) Lokalisation der SOX11™**_Mutation in einem 3D-Strukturmodell der HMG-Box-Doméne von
Sox4. Die Abbildung zeigt ein mit PyMOL erstelltes 3D-Strukturmodell der HMG-Box-Doméne von Sox4
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(grin) gebunden an Lama7-DNA (grau) (PDB Code 3U2B; Jauch et al, 2012). Bei Vorliegen der
SOX11™**_Mutation kommt es zu einem Aminosaureaustausch von Lys,93 zu Glu® (rot). Die Position des
Aminosaureaustausches (p.L93Q) bezieht sich auf das murine Sox4. In Klammern ist die homologe

Aminosaureposition fur das humane SOX11 angegeben (p.L83Q).

4.2.6.1 Die SOX11**4.Mutation beeintrichtigt die transkriptionelle Aktivierung der
SOX11-Zielgene und -vermittelten Phanotypen Proliferation und Chemosensitivitat
in MLS-1765
Um den in der in silico-Analyse prognostizierte Funktionsverlust von SOX11 zu Uberprifen wurde
als Grundlage einer funktionellen Untersuchung die SOX71™**-Mutation in den Expressionsvektor
mit Codon-optimierter SOX771-Sequenz (der zur Erstellung der stabilen Zelllinie MLS-1765%°%"
verwendet wurde) eingefugt. Dieser Expressionsvektor wurde zur stabilen Transfektion der
SOX11-negativen MLS-Zelllinie MLS-1765 verwendet (MLS-1765"2484SX!y " stabile Zellklone
selektiert und auf ihre SOX11-Expression hin untersucht. Aus insgesamt 18 stabil transfizierten
Zellklonen zeigte der Zellklon 18 hohe SOX11-Expressionlevel in der gPCR (Abbildung 18A) und
im Western Blot (Abbildung 18B) im Vergleich zur Leervektorkontrolle (MLS-1765%"). Dieser Klon

wurde fir alle weiteren Experimente ausgewahlt.

Da die SOX117*.Mutation in der zweiten a-Helix der DNA-bindenden HMG-Box-Domane
lokalisiert ist und in silico eine hohe Wahrscheinlichkeit einer Beeintrachtigung der Proteinstruktur
und —funktionalitat besteht, galt zu Uberprifen, ob das mutierte SOX11 in der Lage ist, die zuvor
identifizierten SOX11-Zielgene zu aktivieren. Dazu wurden die Expressionslevel der zuvor
identifizierten SOX11-Zielgene (LHX2, TMSB15A, CD24, NNAT, THEMG6, TUBB2B, SOX11)
mittels gPCR-Experimente bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass mutiertes SOX11 nur zu geringen
Unterschieden der Expression der sieben Transkripte in MLS-1765"24%45%"_7gllen im Vergleich
zu  MLS-1765%-Zellen filhrt, wohingegen der Vergleich mit der Expression in
MLS-1765°°%""-Zellen klare Unterschiede zeigt (Abbildung 18C). Diese Beobachtung ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass die Mutation die Struktur der HMG-Box-Doméane so stark

beschadigt, dass SOX11 nicht mehr in der Lage ist die Promotor-DNA effektiv zu binden.

Basierend auf diesen Ergebnissen stellte sich die Frage, welche Auswirkungen die
SOX11™*A.Mutation auf den SOX11-vermittelten Phanotypen in MLS-1765-Zellen hat. Zur
Uberpriifung wurden die identifizierten und gut charakterisierten Eigenschaften Proliferation und

B5T248ASOX11_ annahernd

Chemosensitivitdt gewahlt. In beiden Fallen verhalten sich die MLS-176
gleich wie MLS-1765%"- und deutlich unterschiedlich zu MLS-1765°°"'-Zellen. So fiihrt die
SOX11™*4_Mutation zu kaum Verminderung der Viabilitat (als MaR fiir Proliferation) in einem
MTT-Assay Uber einen Zeitverlauf von 96 h (Abbildung 18D). Des Weiteren zeigen sich
MLS-1765"24#4S9X1"_7gllen  (ECs,~0,9nM) eine geringere Sensitivitit gegeniiber einer

Behandlung mit  dem niedermolekularen Chemotherapeutikum Trabectedin als
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MLS-1765°°%""-Zellen (ECso=0,5nM), jedoch Verhalten sich anndhernd gleich wie
MLS-1765%"-Zellen (ECs, = 0,8 nM) (Abbildung 18E).
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Abbildung 18: Die SOx11"***.Mutation beeintrachtigt die transkriptionelle Aktivierung der
S0OX11-Zielgene und -vermittelten Phanotypen Proliferation und Chemosensitivitat in MLS-1765.

Die generierte Zelllinie MLS-1765"24#4S9X1 it stabiler ektopischer Expression der SOX11™**_Mutation
zeigt im Vergleich zur entsprechenden Kontrollzelllinie MLS-1765" hohe Mengen an SOX11-mRNA (A) und
—Protein (B). (C) Im Vergleich zu MLS-1765°°*""-Zellen werden die Transkripte der SOX11-Zielgene in
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MLS-1765"*¥5%X1"_7g|len nicht bzw. vergleichbar wie in MLS-1765""-Zellen exprimiert. Die Fehlerbalken
zeigen den SEM. (D) Der reprasentative MTT-Assay aus drei unabhangigen Experimenten zeigt fur
MLS-1765"*4SX1_ im  Zeitverlauf annshernd gleiche Zellviabilitdt (als MaR fir Proliferation) wie fir
MLS-1765"-Zellen. Im Gegensatz dazu zeigen MLS-1765°°""-Zellen eine deutliche Reduktion der
Zellviabilitat. (E)Bei der Behandlung mit Trabectedin weisen MLS-1765%'- (ECs,= 0,8 nM) und
MLS-1765"2484-S0X11_zg|jen (ECs0= 0,9 nM) kaum Unterschiede in ihren ECsp-Werten auf. Im Vergleich
hierzu zeigen MLS-1765°*""-Zellen einen reduzierten ECso-Wert (ECso = 0,5 nM). Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten, aus denen ein Mittelwert fir die

angegebenen ECsp-Werte bestimmt wurde.
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5 Diskussion

Vor Beginn dieser Arbeit wurde beim Vergleich mit normalen Fettgewebe eine hohe Expression
von SOX71 in MLS identifiziert. Diese Beobachtung steht im Einklang mit bisherigen
Veréffentlichungen, die ebenfalls eine Uberexpression von SOX71 in Liposarkomen im Vergleich
zu nicht-neoplastisch veranderten adipésen Gewebe verzeichneten (Skubitz et al., 2005;
Singer et al.,, 2007). Bis dahin wurde allerdings keine immunhistochemische Validierung oder

funktionelle Charakterisierung von SOX11 in MLS und weiteren Liposarkom-Typen durchgefihrt.

Bei der immunhistochemischen Analyse der unterschiedlichen Liposarkom-Typen konnten in mehr
als 90 % der MLS eine positive SOX11-Expression mit nuklearer Lokalisation beobachtet werden.
Unter normalen physiologischen Bedingungen wird der Transkriptionsfaktor SOX11 vor allem im
fetalen Gehirn hoch exprimiert. Demgegenuber ldsst sich in den meisten normalen adulten

Geweben keine SOX11-Expression nachweisen (Weigle et al., 2005).

Grund hierfur ist der Verlust der SOX11-Expression wahrend der terminalen Differenzierung der
mesenchymalen Gewebe. Beispielsweise wird Sox11 in murinen aus Fettgewebe gewonnenen
Stammzellen (adipose-derived stem cells (ADSC)) exprimiert und muss flr deren osteogene
Differenzierung reduziert werden (Choi et al, 2014). Ahnlich wird eine Verminderung der
SOX11-Expression in humanen mesenchymalen Stammzellen durch extensive Expansion
beschrieben (Larson et al., 2010). Weiter zahlt SOX11 zu den Genen, die in MSC herunterreguliert
werden, wenn sie mit adipogenen Induktionsmedium kultiviert worden sind. Dabei reduzierte der
Verlust von SOX11 sowohl das Selbsterneuerungspotential als auch das adipogene Potential der
MSC (Kubo et al., 2009).

SOX11 ubt auch im adulten Nervengewebe eine Kontrollfunktion aus. Hier kann die
SOX11-Expression reaktiviert werden, um sich an der Regeneration und dem Uberleben von
peripheren Nerven nach zelluldren Stress, wie beispielsweise Schnittverletzungen, zu beteiligen
(Jankowski et al., 2006). Daneben exprimieren zahlreiche neurologische Tumoren SOX11
(Korkolopoulou et al., 2013; Hide et al., 2009; de Bont et al., 2007; Stuart et al., 2011). Anhand von
Gliom-initiierender Zellen konnte gezeigt werden, dass die Expression von SOX11 die

Tumorigenese durch Induktion neuronaler Differenzierung hemmt (Hide et al., 2009).

Daher kénnte eine Ursache fiir die konstitutiv hohe Expression von SOX11 in MLS eine primare
Derivation in Sarkome-initiierenden mesenchymalen Stammzellen sein. Ebenso ist ein Auftreten

de novo im Prozess der Tumorprogression moglich.

Mechanismen fiir diese aberrante Expression von SOX11 kénnten Promotor-Methylierungen sein,
wie bereits fir unterschiedliche Typen von Krebserkrankungen beschrieben wurde (Xu et al., 2015;
Chung et al., 2011; Tong et al, 2010; Gustavsson et al, 2010; Sernbo et al, 2011;

72



Wasik et al., 2013; Zhang et al., 2013). Bisher zeigte die Analyse der Methylierung des Promotors
von SOX171 in Liposarkomen im Vergleich zu normalen Fettgewebe keine signifikante Korrelation
mit seiner Expression (Renner et al, 2013). Allerdings wurden hier nur zwei CpG-Stellen
(cg08432727, cg20008332) des SOX171-Promotors berticksichtigt. Nordstrom et al. beschreiben
vier weitere CpG-Stellen (cg07065111, cg08526991, ¢g12312988, cg13667638), was eine
Regulation der SOX11-Expression durch Methylierung in Liposarkomen nicht ausschlief3t
(Nordstrém et al., 2015). Auch Histon-Modifikationen, wie in einigen aggressiven lymphoiden
Erkrankungen kommen als Mechanismus in Betracht (Nordstrom et al., 2015;
Vegliante et al., 2011). Die Behandlung der SOX11-negativen WDLS/DDLS-Zelllinie T778 mit den
Histon-Deacetylase-Inhibitoren Vorinostat und Trichostatin A fihrt zu einer Zunahme der
SOX11-Expression um das 1,5-fache bzw. 2,5-fache, was eine Regulation auf Histon-Ebene

ebenfalls denkbar macht.

Zusatzlich zum initiierenden Mechanismus der aberranten SOX11-Expression, gibt es Hinweis auf
einen mdglichen auto-regulatorischen positive-feedback-loop, bei dem SOX11 seine eigene
Expression aktiviert bzw. verstarkt. So findet sich eine 6,1-fache Zunahme der Expression von
endogenem SOX711 nach Uberexpression des Codon-optimierten SOX11 in der Zelllinie
MLS-1765. Zudem beinhaltet die von Nordstrom et al. beschriebene SOX77-Promotorregion
mdgliche Bindestellen fir SOX11 selbst, wie eine in silico-Analyse mit JASPAR
(Mathelier et al., 2014) prognostiziert (Nordstrom et al., 2015). Autoregulation und -kontrolle sind
haufige Mechanismen fir die Expression der SOX-Gene (beispielsweise SOX2 und SOX9), was
einen solchen Mechanismus theoretisch méglich macht (Kamachi & Kondoh, 2013). Der genaue
Kontrolimechanismus der SOX11-Expression bleibt jedoch weiter unklar und muss genauer
beleuchtet werden.

Der immunhistochemische Nachweis von SOX11 wird als diagnostischer Marker fiir die
Identifikation von Mantelzell-Lymphomen verwendet (Ek et al., 2008). Die Diagnose von MLS
hangt zurzeit von der histologischen Morphologie und der Identifikation der rekurrenten
Translokation t(12;16)(q13;p11) ab. Bisher sind keine verlasslichen immunohistochemischen
Marker fir die Diagnose der MLS vorhanden. Diese Arbeit unterstitzt die potentielle Verwendung
von SOX11 oder weiterer Marker von der Liste der hochregulierten Gene in MLS als erganzenden
Parameter zur Diskriminierung von MLS von den weiteren Liposarkom-Typen oder dem normalen

Fettgewebe.

Generell sind fir die funktionelle Charakterisierung von SOX11 oder anderer Gene in MLS nur
eine limitierte Anzahl an MLS-Zelllinien etabliert und verfligbar (Stadhlberg et al., 2014). Die
Zelllinien MLS-1765 und MLS-402 zeigen beide keine wesentliche SOX11-Expression. Aus
diesem Grund war ein Knockdown von SOX11 in keiner der beiden Zelllinien moglich. Damit
wurde die stabile Uberexpression von SOX11 in MLS-1765-Zellen als Strategie gewahlt, um ein

Modellsystem fur alle weiteren Untersuchungen zu generieren.
73



Durch eine globale Genexpressionsanalyse der etablierten MLS-1765°°%"" konnten mit hoher
Zuverlassigkeit direkte oder indirekte Zielgene von SOX11 identifiziert werden. Nahezu 50 % der

hochregulierten Transkripte in MLS-1765%°%""

zeigten eine Gewebsspezifitat fur Gehirn. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der funktionellen Bedeutung von SOX11 wahrend der Neurogenese
und neuronalen Differenzierung (Bergsland et al., 2011). Da viele dieser normalerweise auf
neuronales Gewebe beschrankten Transkripte auch in primaren MLS hoch exprimiert sind, kdnnte

die Expression von SOX11 zur Imitation eines neuronalen Ursprungs des Gewebes flhren.

Eines dieser Neuronen-spezifischen Gene ist NNAT, das kirzlich als potentieller Tumorsuppressor
in MLS beschrieben wurde (Renner et al., 2013). Primdre MLS zeigen eine hohe Expression von
NNAT, wobei diese negativ mit der DNA-Methylierung seines Promotors korreliert ist.
Entsprechend kénnte die hohe Expression von SOX11 in primaren MLS zusammen mit der
DNA-Hypomethylierung des NNAT-Promotors eine Erklarung fur die hohe Expression von NNAT
in MLS sein. Nach der Re-expression von NNAT durch die Behandlung der hypermethylierten
MLS-1765-Zelllinie mit AZA, konnte eine verminderte Zellmigration und Viabilitdit beobachtet
werden. Daher stellt NNAT aus der Liste der SOX11-Zielgene ein Kandidat dar, der zusammen mit
weiteren Faktoren den wachstums-inhibierenden Effekt nach Uberexpression von SOX11 in
MLS-1765 vermittelt.

Durch die Verwendung von unterschiedlich stringenten Annotationen fir die hochregulierten
Transkripte wurden 19 neue direkte oder indirekte Zielgene von SOX11 in MLS identifiziert. Einige
dieser Transkripte (CD24, TMSB15A, TMSB15B (Thymosin Beta 15B), SBK1, LHX2, SOX11,
IRX3 (Iroquois Homeobox 3) und NREP (Neuronal Regeneration Related Protein)) wurden bereits
als SOX11-Zielgene in MCL identifiziert (Wang et al., 2010; Vegliante et al., 2013;
Kuo et al., 2014). Trotz dessen ist die Anzahl an U(berlappenden Zielgenen gering. Dies
unterstreicht, dass SOX11 mdglicherweise eine definierte Gruppe an Genen in unterschiedlichen
Zelltypen und Differenzierungsstadien kontrolliert. Grund hierfir kénnen epigenetische und
genetische Modifikationen oder die Bildung von Proteinkomplexen mit anderen Proteinen sein,

welche die Affinitat von SOX11 fur gewisse Bindestellen gewebespezifisch beeinflussen.

Tubb3 wird allgemein als direktes Zielgen von Sox11 anerkannt (Dy et al., 2008). Dieses findet
sich auch unter den hochregulierten Transkripten nach SOX11-Uberexpression in den
MLS-1765-Zellen, was ein Indiz fir die Eignung des generierten Modellsystems ist. Weiter kommt
LHX2 als direktes oder indirektes Zielgen von SOX11 in MLS in Frage. Dieser neuronale
Transkriptionsfaktor hat eine funktionelle Signifikanz in den Entwicklungsprozessen des zentralen
Nervensystems (ZNS), bei der Kontrolle der Augenentwicklung wund ist mit der
Haarfollikelstammzellfunktion assoziiert (Yun et al., 2009; Folgueras et al., 2013). LHX2 ist ein
direktes Zielgen von SOX11 in MCL-Zelllinien (Vegliante et al, 2013). Zudem wurden
Sox11-gebundene Genomregionen im Promotor des murinen Lhx2 als aktivierbare neuronale

Enhancer identifiziert (Bergsland et al., 2011). Im Kontext von Sarkomen zeigte sich eine héhere
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Expression von LHX2 in wildtyp gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) im Vergleich mit
KIT- oder PDGFRA (Platelet-Derived Growth Factor Receptor, Alpha Polypeptide)-Mutanten GIST
(Beadling et al., 2013). Die funktionelle Rolle von LHX2 in GIST und anderen Sarkom-Typen bleibt
jedoch bisher unbekannt. Ein weiteres interessantes und mogliches direktes oder indirektes
Zielgen von SOX11 in MLS ist CD24. CD24 ist ein GPl-geankertes Zelloberflachen-Glykoprotein,
welches in die T-Zellproliferation, synaptische Transmission und Immunantwort involviert ist.
Dariber hinaus ist CD24 ein Ligand fur den Adhé&sionsrezeptor P-Selectin auf Endothelzellen und
Thrombozyten (Kristiansen et al., 2004; Jevsek et al., 2006). CD24 wird in einem breiten Spektrum
von Karzinomen hoch exprimiert und wurde in low-grade Fibromyxoidsarkomen hochreguliert
gefunden. (Kristiansen et al., 2004; Lee et al., 2009; Mdller et al., 2011).

Sowohl die gPCR-Validierung der globalen Genexpressionanalyse, als auch die Analyse der
Proteinexpression zeigen, dass die SOX11-Expression zur Expression der Gene LHX2 und CD24
in MLS-1765-Zellen fihrt. Durch die positive Korrelation ihrer Expressionen in den primaren MLS
wird eine Regulation von LHX2 und CD24 durch SOX11 in MLS weiter bestarkt. Zudem sind die
Dual-Luciferase Reporter Assays mit den Promotorregionen von LHX2 und CD24 ein starker

Hinweis auf eine direkte Regulation durch den Transkriptionsfaktor SOX11.

SchlieRlich legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass SOX11 die Expression von
unterschiedlichen Zielgenen in MLS, einschliel3lich LHX2 und CD24, verstarkt. Hierbei bleibt trotz
starker Hinweise offen, ob SOX11 diese Gene direkt oder indirekt reguliert. Daher gilt es die

direkte Regulation der Zielgene in MLS weiter zu untersuchen.

Zur Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von SOX11 wurden unterschiedliche
zellbasierte Assays durchgefiihrt. Hierbei fiihrte die Uberexpression von SOX11 zu einer
verminderten Migration der MLS-1765-Zellen in einem Wundheilungs-Assay. Ahnliches wurde
ebenfalls fur Magen- und Prostatakrebszellen beschrieben (Yao et al., 2015; Qu et al., 2014).
Dieser Effekt kdnnte neben NNAT durch weitere Zellmotilitdt-assoziierte Gene vermittelt sein, die
in ihrer Expression durch SOX11 beeinflusst werden. So sind die Gene TMSB15A, TMSB15B,
TUBB2B, TUBB3, DPYSL4 (Dihydropyrimidinase-Like 4) und NREP an der Organisation und
Ausbildung des Zytoskelettes beteiligt; CDH2 (Cadherin 2, Type 1, neuronal N-Cadherin)

beeinflusst die Zell-Zell-Adhasion.

Auch flur das am starksten durch SOX11 hochregulierte Gen CD24 wurde eine Beeinflussung der
Zellmigration durch seine Expression beschrieben. Unabhangig davon beglnstigt CD24 indirekt
die Adhasion von Tumorzellen an ECM-Komponenten wie Collagen |, Collagen IV, Fibronectin und
Laminin, indem es mit azB4- und asB4-Integrin kolokalisiert. Die vorhandenen Integrine werden
dabei aktiviert, was zur Bindung der ECM-Komponenten fihrt (Baumann et al., 2005). Dies gab
Anlass das Adhasionsverhalten der MLS-1765°°*""-Zellen gegeniiber unterschiedlicher

Komponenten der ECM in einem Zelladhasions-Assay zu untersuchen. Hierbei konnten allerdings
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keine  signifikanten  Unterschiede im  Bindungsverhalten identifiziert ~werden. Die
immunohistochemische Analyse der CD24-Expression zeigt zudem, dass CD24 membransténdig
exprimiert ist. Es kann also ausgeschlossen werden, dass CD24 aufgrund seiner Lokalisation nicht
funktionell vorliegt. Méglicherweise ist kein Effekt auf das Adhasionsverhalten zu identifizieren, da
die Uberexpression von SOX11 die Integrin-Expression nicht beeinflusst und CD24 die Aktivitat

der vorhandenen Integrine nicht weiter steigern kann.

Weiter wurde der Einfluss der SOX11-Expression auf MLS-1765-Zellen in einem
Klonogenitats-Assay analysiert. Dieser zeigte ein vermindertes Potential zur Kolonienbildung. Dies
kénnte ein weiterer Hinweis fur eine héhere Differenzierung der MLS-1765-Zellen durch SOX11
sein. So induziert SOX11 vermutlich eine neuronale Differenzierung in den nicht vollsténdig
ausdifferenzierten adipogenen Tumorzellen. Festmachen lasst sich dies an der Expression von
zahlreichen Genen, welche normalerweise auf neuronale Gewebe beschrankt sind, wie
beispielsweise NNAT, LHX2 und TUBBS3.

Ein weiteres Indiz fir einen hdheren Grad der Differenzierung der MLS-1765-Zellen nach
SOX11-Uberexpression ist das langsamere Zellwachstum, das sich im MTT-Assay gezeigt hat.
Ahnliche Beobachtungen nach SOX11-Uberexpression wurden in EOC-, Prostatakarzinom- und
Gliom-initiierenden Zellen gemacht (Sernbo et al., 2011; Yao et al., 2015; Hide et al., 2009). In
Magenkarzinomzellen fiihrte die SOX11-Uberexpression in vitro und in vivo zu keiner
Beeinflussung des Wachstums (Qu et al., 2014). Demgegeniiber fiihrte eine Uberexpression von
SOX11 In Mammakarzinomzellen zu einer gesteigerten Proliferation. Jedoch ist der Einfluss von
SOX11 auf diesen Zelltyp widersprichlich, da ein Knockdown von SOX711 die Proliferation
verminderte (Zvelebil et al., 2013). Der wachstumsinhibierende Effekt der SOX11-Uberexpression
auf MLS-1765-Zellen beruht hauptsachlich auf einer Reduktion der Proliferation, wie der
EdU-Proliferations-Assay zeigt. Eine direkte Beeinflussung der Apoptose und Zytotoxizitat kbnnen

ausgeschlossen werden kdnnen, wie der ApoTox-Glo™ Assay bestatigt.

Zusammenfassend lassen die durch SOX11 beeinflussten Phanotypen (verminderte Migration,
verminderte  Kolonienbildung, verminderte  Proliferation) der MLS-1765-Zellen eine
Tumor-suppressive Rolle in MLS vermuten. SOX11 wird ebenso in unterschiedlichen
hamatopoietischen Erkrankungen, neurologischen Tumorerkrankungen und Karzinomen
(einschlieBlich Nasopharynx-, Magen-, Prostata- und Ovarialkarzinomen) als Tumorsuppressor
beschrieben (Gustavsson et al., 2010; Sernbo et al., 2011; Qu et al., 2014; Xu et al., 2015; Yao et
al., 2015; Zhang et al., 2013; Korkolopoulou et al., 2013).

Dem gegeniber steht die gut beschriebene Rolle von SOX11 als Onkogen in MCL. Hier wird
davon ausgegangen, dass SOX11 an der Spitze eines onkogenen transkriptionellen Netzwerkes
steht und kritische Effektor-Zielgene und Signalwege kontrolliert, die fir das aggressive klinische
Verhalten der MCL verantwortlich sind (Vegliante et al., 2013).
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Ahnlich verhalt es sich fiir SOX4, ein weiterer SOX-Transkriptionsfaktor der Gruppe C. Seine
Expression findet sich ebenfalls kaum in normalen adulten Geweben, jedoch in einer Vielzahl von
Tumoren, was SOX4 potentiell zu einem Onkogen macht. Diese onkogene Rolle wird weiter
dadurch bekraftig, dass SOX4, zusammen mit bestimmten genetischen L&sionen, maligne
hamatopoietischen Erkrankungen, wie Leukamie und Lymphome, induziert. Demgegenuber steht,
dass es zahlreiche Studien gibt bei denen eine SOX4-Expression mit einer besseren Prognose
und einer langsameren Progression der Tumorerkrankungen korreliert, was SOX4 potentiell zu
einem Tumorsuppressor macht. Ein mdglicher Mechanismus, welcher sowohl die
Tumor-suppressive als auch die onkogene Funktion von SOX4 erklart, ist die direkte Interaktion
mit dem durch DNA-Schadigung induzierten p53-Signalweg. Im Falle von DNA-Schadigung bindet
SOX4 direkt an p53, was dessen MDM2-vermittelte Ubiquitinierung und Degradation behindert und
zu dessen gesteigerten Expression fuhrt. Dementsprechend konnte fir SOX4 eine p53-abhangige
Induktion von Apoptose in vitro und eine Reduktion des Tumorwachstums in vivo fir
Kolonkarzinome gezeigt werden (Pan et al., 2009) In Leberkarzinomzellen hingegen verursacht die
Bindung von SOX4 an p53 eine Reduktion der induzierten Apoptose. Grund hierfur ist, dass die
Interaktion mit SOX4 das Binden und Aktivieren des Promotors entscheidender p53-Zielgene wie
BAX (BCL2-Associated X Protein) behindert (Hur et al., 2010).

Ahnlich wie fir SOX4 ist fiir SOX11 denkbar, dass es seine Rolle als Tumorsuppressor in MLS
ausubt, indem es einen Komplex mit p53 bildet und damit seine Degradation stabilisiert und seine
Aktivitat beeinflusst. Die verwendeten MLS-1765-Zellen exprimieren jedoch hohe Level an wildtyp
p53 (Stahlberg et al., 2014). Als Konsequenz konnte eine mogliche Tumor-suppressive Rolle von
SOX11 in der Pathogenese von MLS durch die Induktion des p53-Signalwegs nicht Uberprift
werden. Das ist von besonderer Relevanz, da genetische TP53-Alterationen in MLS ein seltenes
Ereignis darstellen (Oda et al., 2005). Ein Hinweis darauf, dass die Expression von SOX11 die
Aktivitat von p53 nicht beeinflusst liefert der Human Phospho-Kinase Array, der eine unveranderte
Phosphorylierung fir drei haufige Phosphorylierungsstellen von p53 (S15, S46, S392) zeigt.
Zudem bestatigt dieser, dass p53 sehr hohe relative Phospho-Kinaseaktivitdten ohne Induktion in
MLS-1765 besitzt. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, das SOX11 das
p53-Gesamtprotein oder die Phosphorylierung einer anderen Phosphorylierungsstelle beeinflusst.
Andererseits kénnen SOX11-induzierte wachstumsinhibierende Effekte moglicherweise
unabhangig von einer TP53-Aktivierung stattfinden: Beispielsweise durch SOX11-modulierte
Gene, die in der KEGG-Signalweg-Analyse mit Zellzyklus-Signaturen assoziiert sind. Diese Gene
beinhalten Mitglieder der Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren, SMAD4 (SMAD Family
Member 4) und TGFB2 (Transforming Growth Factor, Beta 2), was im Einklang mit
Beobachtungen steht, die in MCL gemacht wurden. So identifizierten genomweite

Genexpressionsanalysen nach ektopischer Expression von SOX11 in MCL-Zelllinien
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Zellzyklus-regulierende Signalwege, die mit SOX11-induzierter Wachstumsminderung assoziiert

waren (Gustavsson et al., 2010).

Demzufolge kdnnte die Tatsache, ob SOX11 als Tumorsuppressor oder Onkogen agiert, abhangig
vom zellularen Kontext sein, das hei’t vom Status der Zelldifferenzierung oder Ursprung des
Gewebes. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse deuten auf eine tumorsuppressive Rolle von
SOX11 in MLS hin.

Neben seiner mdglichen Rolle als Tumorsuppressor wahrend der Pathogenese der MLS, scheint
die Expression von SOX11 eine héhere Sensitivitdt gegenlber den spezifischen Therapeutika
Dasatinib und Trabectedin zu vermitteln. In MLS-1765-Zellen zeigt sich nach
SOX11-Uberexpression eine Reduktion der ECsp-Werte bei der Behandlung mit diesen
Therapeutika. Generell wurde eine Sensitivitdt von MLS-1765-Zellen gegenuber Dasatinib
(Willems et al., 2010; Sieversetal., 2015) wund Trabectedin (Germanoetal., 2010;
Forni et al., 2009) in vitro bereits mehrfach gezeigt; jedoch bisher ohne Berlcksichtigung von
SOX11. Sowohl fir Dasatinib als auch fir Trabectedin kénnte die SOX11-Expression den

Wirkmechanismus der Therapeutika begunstigen.

So ist im Falle des Multi-Tyrosinkinase-Inhibitors Dasatinib eine hoéhere Effektivitdt des
Therapeutikums durch eine Verschiebung der molekularen Gleichgewichte und Aktivitadtsanderung
von Tyrosinkinasen durch SOX11 denkbar. Dies kdnnte die Inhibition aktivierter Signalwege, wie
beispielsweise des SRC-Kinase-Signalweges (Sievers et al., 2015), durch Dasatinib verstarken.
Jedoch zeigte der in MLS-1765-Zellen nach SOX11-Uberexpression durchgefilhrte Human
Phospho-Kinase Array keine signifikanten Unterschiede in den Kinaseaktivitdten der
SRC-non-Rezeptor-Tyrosinkinasen ~ (LYN,  LCK, FYN, YES, FGR, HCK) oder
Rezeptor-Tyrosinkinasen (PDGFRB (Platelet-Derived Growth Factor Receptor, Beta Polypeptide).
Allerdings deckt der Human Phospho-Kinase Array nicht alle potentiellen Ziele oder

Phosphorylierungen ab, die von Dasatinib beeinflusst werden.

Trabectedin hindert das FUS-DDIT3-Fusionsprotein an der Bindung der DNA. In Folge dessen
kénnen fir eine adipogene Differenzierung bendétigte Transkriptionsfaktoren, wie C/EBPa und
PPARYy, re-exprimiert werden. SOX11 ist in der Lage C/EBPa und PPARy transkriptionell zu
aktivieren, wie in MSC gezeigt wurde (Xu et al, 2014). Daher koénnte die adipogene
Differenzierung via C/EBPa und PPARYy durch SOX11 verstarkt werden und somit die Wirksamkeit
von Trabectedin vergroRern. Weiter ist denkbar, dass die Herunterregulation pro-inflammatorischer
Zielgene von SOX11, wie beispielsweise CXCLS8, die Sensitivitat von MLS-1765 gegenulber
Trabectedin erhéhen. Dies hat allerdings keine Relevanz fiur die durchgefuhrten

in vitro Experimente.

Unterstrichen wird die Spezifitdt von SOX11 fir die Wirkmechanismen der Tyrosinkinase-Inhibition

oder der Bindung der kleinen Furche der DNA in MLS-1765-Zellen durch eine unveranderte
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Sensitivitdt gegenuber Doxorubicin. Doxorubicin ist ein relativ unspezifisch agierendes
Therapeutikum, das wahrscheinlich durch DNA-Interkalierung und der damit verbundenen
DNA-Schadigung Apoptose induziert. Denkbar ist eine Interaktion von p53 mit SOX11 (a&hnlich der
fur SOX4 beschriebenen (Vervoort et al., 2012)) und einer méglicherweise damit verbundenen
hoheren Effektivitdt von Doxorubicin. In MLS-1765 scheint die SOX11-Expression darauf aber
keinen Einfluss zu haben. Dies steht im Gegensatz zu den neurologischen Tumoren, bei denen
eine Uberexpression von SOX11 eine hdhere Sensitivitdt von humanen Gliom-initierende Zellen
gegenuber den unspezifischen Chemotherapeutika Taxol und Etoposid vermittelt
(Hide et al., 2009).

Diese Ergebnisse machen eine Implementierung der Untersuchung der SOX11-Expression zur
Therapie-Prognose fliir das Ansprechen von MLS-Patienten auf Dasatinib oder Trabectedin
denkbar. Dies kénnte auf lange Sicht zu einer Reduktion von Therapiedosen und den damit

verbundenen Nebenwirkungen flhren.

Im Rahmen des HIPO-Projekts ,Genomic Sequencing of High Grade Soft Tissue Sarcomas”
konnte bei der Sequenzierung des Tumors eines Patienten mit MLS eine heterozygote somatische
Mutation innerhalb des codierenden Bereichs von SOX771 identifiziert ~werden
(c.248T>A (p.L83Q)). Dies ist der erste Bericht einer solchen ¢.248T>A SOX77-Mutation
(SOX11™%4) . Bei der gezielten Sequenzierung des SOX77-Genlocus in 110 weiteren
Liposarkomen unterschiedlicher Typen, konnte weder eine Rekurrenz der SOX717%***-Mutation
noch eine weitere SOX77-Mutation identifiziert werden. Somit enthielt nur eines von 42
untersuchten MLS (2,4 %) und kein weiteres der insgesamt 111 untersuchten Liposarkome (0,9 %)
eine SOX17171-Mutation. Derzeit sind in den Datenbanken COSMIC und cBioPortal insgesamt 152
unterschiedliche SOX11-Mutationen unter 3.702.312 codierenden Mutationen in 1.177.397 Proben
hinterlegt, wovon keine in einem Liposarkom identifiziert wurde oder einen c.248T>A
Basenaustausch beschreibt (Forbes et al., 2015; Gao et al., 2013). Dies lasst den Schluss zu,
dass somatische SOX1717-Mutationen generell selten sind. Ebenso fand bisher keine funktionelle

Charakterisierung der identifizierten somatischen SOX77-Mutationen statt.

Um die hier in MLS identifizierte SOX717-Mutation weiter funktionell zu untersuchen, wurde ein
c.248T>A-Basenaustauch in dem bisher verwendeten SOX7171-Expressionvektor vorgenommen,
um die Zelllinie MLS-1765 stabil zu transfizieren. Wie zuvor beschrieben beeinflusst SOX11 die
Zelleigenschaften Proliferation bzw. Viabilitdt und Chemosensitivitat in MLS-1765-Zellen. Beim
Vergleich dieser Eigenschaften nach Expression der SOX11™***.Mutation mit den vorherigen
Beobachtungen, zeigte sich ein Phanotyp, der eher dem von wildtyp MLS-1765-Zellen als denen
mit SOX11-Uberexpression entspricht. Ebenso war die SOX11™*®*-Mutation nicht in der Lage die
zuvor identifizierten SOX11-Zielgene in MLS-1765 zu aktivieren, was Grund fur den Verlust des
SOX11-beeinflussten Phanotyps sein kénnte. Ahnliches wurde fiir die Keimbahnmutationen von

SOX11 beschrieben, welche an der Entstehung von hereditdren Augenerkrankungen,
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neurologischen Entwicklungserkrankungen und dem Coffin-Siris-Syndrom beteiligt sind. Die
beschriebenen SOX1717-Mutationen waren nicht in der Lage den Promotor des SOX11-Zielgens
GDF5 zu aktivieren oder den normalen Phanotyp nach SOX71-Knockout in Zebrafischen

wiederherzustellen (Pillai-Kastoori et al., 2014; Tsurusaki et al., 2014; Hempel et al., 2015).

Grund fir diesen funktionellen Verlust durch die Mutation kénnte ihre Lage in der
HMG-Box-Domane von SOX11 sein. Diese Domane des Transkriptionsfaktors ist entscheidend fiir
die Bindung der DNA (Wegner, 2010; Lefebvre et al., 2007). Der ¢.248T>A-Basenaustausch fihrt
zu einem Aminosaureaustausch (p.L83Q), welcher nach PolyPhen-2-Analyse mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit zu einer Beeintrachtigung der Proteinstruktur fihrt (Adzhubei et al., 2010). Dies
kénnte durch die Veranderung der Polaritdt und Hydrophilie, die der Austausch der Aminosaure
Leucin mit Glutamin in der zentral gelegenen a-Helix [l der HMG-Box-Domaéane bewirkt, begriindet
sein. Die a-Helix Il und damit die HMG-Box-Domane sind dadurch wahrscheinlich nicht mehr in der
Lage unter physiologischen Bedingungen eine Konformation einzunehmen, die DNA funktionell
binden kann und einen Transkriptionsprozess initiiert. Dies wird durch die in silico-Analyse mit der
Software MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014) bestatig, die ebenfalls prognostiziert, dass die
DNA-bindende Eigenschaft der HMG-Box-Doméne durch die SOX7117**.Mutation verloren geht.
Weiter ergab diese Analyse, dass die SOX71™**.Mutation mit hoher Wahrscheinlichkeit
krankheitsverursachend ist. Dieser Verlust der Funktionalitdt von SOX11 durch eine Mutation
unterstreicht, dass nicht ausschlief3lich die SOX11-Expression von Bedeutung ist im Hinblick auf
Prognose und Therapie von MLS, sondern im genomischen Kontext von SOX71 betrachtet werden

sollte.

Zusammenfassend konnte in einer grof’en Kohorte von Liposarkomen eine konstitutiv hohe
Expression von SOX11 in MLS identifiziert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren
eine Verminderung der Tumor-assoziierten Phanotypen Migration und Proliferation nach
ektopischer Uberexpression in vitro, was SOX11 zu einem potentiellen Tumorsuppressor in MLS
macht. DarlUber hinaus beschreibt diese Arbeit neue direkte oder indirekte Zielgene, die von
SOX11 in MLS hochreguliert werden, welche die Pathogenese und Progression dieses
Liposarkom-Typs behindern kénnten. Weiter fihrt eine SOX11-Expression zu einer gesteigerten
Sensitivitdt gegenlber den spezifischen niedermolekularen Chemotherapeutika Dasatinib und
Trabectedin. Ebenso wurde zum ersten Mal durch einen systematischen genomischen Screen von
Liposarkomen eine neue somatische SOX77-Mutation in MLS mit funktioneller Bedeutung
identifiziert. Zusammengenommen unterstreicht dies den Wert von SOX11 fur die Prognose und
Therapie von MLS, weswegen eine weitere funktionelle Evaluierung in vivo unter Verwendung von

Mausmodellen und klinischen Korrelationsstudien sinnvoll erscheinen.
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