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1. Einleitung

1.1 Die Hamatopoiese

Das menschliche Blut besteht zum einen aus nicht-zellularen Bestandteilen wie dem
Serum, zum anderen aus den =zellularen Bestandteilen, wie den Leukozyten,
Erythrozyten und Blutplatichen. Zu den wesentlichen Aufgaben des Blutes und somit
dieser Zellen gehdren die Infektabwehr, der Transport von Sauerstoff und
Nahrstoffen sowie die Blutstillung. Aufgrund der begrenzten Lebensdauer dieser
reifen Blutzellen, die zwischen einigen Stunden und mehreren Wochen variieren
kann, missen taglich 2x10'" Erythrozyten, 10'® Leukozyten und 10'" Thrombozyten
neu gebildet werden, um die Zahl der Blutzellen im menschlichen Kérper konstant zu
halten[1, 2].

1.1.1 Die hamatopoietische Stamm- und Progenitorzelle (HSPZ)

Dieser lebenslang ablaufende Prozess der Neubildung von Blutzellen wird
Hamatopoiese (aus dem Griechischen, hamato: Blut; poiese: Bildung) genannt und
findet beim Menschen vorwiegend im roten Knochenmark der platten Knochen des
Skelettsystems statt. Dabei nimmt die Bildung der verschiedenen reifen Blutzellen
ihren Ausgang von den sogenannten hamatopoietischen Stammzellen (HSZ, engl.
HSC), die als pluripotente Stammzellen in der Lage sind, sich in alle
hamatopoietischen Zelllinien zu differenzieren. Darlber hinaus verfligen die HSZ
auch UOber die Fahigkeit der Selbsterneuerung, d. h. ihre eigene Anzahl konstant zu
halten, um so die Blutbildung Ilebenslang zu gewahrleisten[3, 4, 5]. Die
Differenzierung der HSZ in die verschiedenen Blutzelllinien 1&uft Uber verschiedene
Vorlauferstadien (Progenitoren) ab. Hierbei entwickeln sich aus der HSZ zunéachst in
einem ersten Differenzierungsschritt Vorlauferzellen, die sowohl noch den Weg der
myeloischen als auch der lymphatischen Differenzierung einschlagen kénnen und
daher als Progenitoren multiplen Potentials (MPP) bezeichnet werden. Aus diesen
MPP entwickeln sich im folgenden Differenzierungsschritt entweder die sogenannten
'‘common myeloid progenitors' (CMP) oder die 'common lymphoid progenitors' (CLP).
Wahrend die letztgenannten Uber weitere Entwicklungsschritte in die verschiedenen
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reifen Zellen des lymphatischen Systems (B- und T-Lymphozyten, Natdrliche
Killerzellen) differenzieren kdnnen, entstehen aus den CMP in einem weiteren
Teilungsschritt entweder die sogenannten 'megakaryocyte erythroid progenitors'
(MEP) oder die 'granulocyte macrophage progenitors' (GMP). Die MEP bilden die
Vorstufen fir die hieraus sich entwickelnden Erythrozyten und Thrombozyten, die
GMP fir die Granulozyten und Makrophagen|[6].

Dieses Wechselspiel zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung bedarf fein
abgestimmter Regulationsprozesse, um die Bereitstellung reifer Effektorzellen den
Bediirfnissen des Organismus angepasst lebenslang aufrecht zu halten. Zum einen
erfolgt diese Steuerung durch ein intrinsisches Programm, d.h. in den HSZ
determinierte genetische und epigenetische Mechanismen, welche Differenzierung,
Proliferation und Selbsterneuerung steuern. Zum anderen nehmen auch extrinsische
Signale Einfluss auf das intrinsische Programm der HSZ[7]. Diese extrinsischen
Signale entstammen der direkten Umgebung der Blutstammzelle, dem sogenannten
Knochenmark-Mikromilieu, und werden durch direkte Zell-Zellkontakte, durch
Interaktion mit extrazellularen Matrixproteinen oder durch parakrin angebotene
humorale Wachstumsfaktoren und Zytokinen vermittelt[8, 9].

Eine Ubersicht tiber die verschiedenen Interaktionsméglichkeiten zwischen HSZ und
Bestandteilen des Knochenmark-Mikromilieus ist Ubersichtsartig in der Tabelle 1

dargestellt.

1.1.2 Das Knochenmark-Mikromilieu

Das Knochenmark-Mikromilieu besteht zum einem wesentlich aus zahlreichen
verschiedenen  Zelltypen, wie  Osteoblasten, Osteoklasten, Adipozyten,
Endothelzellen, perivaskularen Retikularzellen (auch CAR-Zellen genannt) und
Makrophagen[8, 10, 11]. Eine weitere wichtige Zellart im Knochenmark-Mikromilieu,
die einer essentiellen Rolle fir die Steuerung der HSZ zukommt, sind die
sogenannten mesenchymalen Stamm- und Stromazellen. Da diese im Mittelpunkt
dieser Dissertation stehen, werden diese ausfihrlich im Kapitel 1.1.4 abgehandelt.
Neben diesen zellularen Elementen spielen auch azellulare Bestandteile des

Knochenmark-Mikromilieus wie die extrazellulare Matrix und das autonome
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Nervensystem eine wichtige Rolle bei der Regulation der HSZ (Abbildung 1). Das
autonome Nervensystem in Form von sympathischen Nervenfasern interagiert
hierbei durch die Freisetzung des Neurotransmitters Noradrenalin mit Stromazellen
und reguliert in diesen die Sekretion von CXCL12. Hierdurch bedingt kommt es zu
einer zirkadianen Mobilisierung der HSZ aus dem Knochenmark ins periphere
Blut[12]. Die sogenannte extrazelluldre Matrix des Knochenmarks wiederum besteht
hauptsachlich aus Fibronektin, Hyaluronsaure, Kollagen Typ | und IV, Laminin,
Glykosaminoglykanen und Heparinsulfat und stellt ein Reservoir flr
Wachstumsfaktoren,  Zytokine und  Metalloproteinasen dar. Uber die
Aufrechterhaltung von Konzentrationsgradienten flr diese genannten |6slichen
Faktoren hinaus, kann die extrazellulare Matrix auch das Wachstum, die
Differenzierungsfahigkeit, Viabilitdt und Motilitdt der HSZ Uber Adhé&sionsmolekile

modulieren (Tabelle 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Knochenmark-Mikromilieus (modifiziert
nach Krause et al.[13]). Die hamatopoietische Stammzellnische beherbergt eine Reihe
verschiedener Zelltypen, die durch Expression und Sekretion verschiedener Signalmolekiile
in Wechselbeziehung zueinander stehen und eine effiziente Hamatopoiese gewahrleisten.



Einleitung

Tabelle 1: Interaktionsméglichkeiten zwischen HSZ und Bestandteilen des
Knochenmark-Mikromilieus
Molekiil Beschreibung Expression Wirkung
CXCR4 CXC-Motiv Chemokinrezeptor 4, | Expression durch
(CD184) Transmembran G Protein hamatopoietische und Mobilisierung/Migration[16]
gekoppelter spezifischer endotheliale Zellen[15].
Rezeptor fiir CXCL12[14] Aktivierung von Integrinen
CXCL12 CXC-Motiv-Chemokin 12 Expression durch 8%?4?17\/5%]5 LFA-1 oder
(SDF-1a) (spezifischer Ligand fir CXCR4) | Osteoblasten und ’
[20] MSPZ[12, 21] fordert Uberleben (Anti-
Apoptose) der HSZ in
vitro[19]
LFA-1 Lymphocyte function-associated | Expression durch
antigen-1[22] Leukozyten und
hamatopoietischen Zellen, | Adhasion zwischen HSZ und
Marker fir reife HSZ[23] Knochenmarkstroma und
. ] transendotheliale
ICAM1 Interzellulares Expression in endothelialen | wigration[17, 24, 25]
Adhé&sionsmolekuil-1[22] Zellen[26]
Tie-2 Tyrosinkinase, Zelloberflachen Expression durch HSZ[27] Angiogenese,
Rezeptor Hamatopoiese, Adhasion
Aktivierung durch Angiopoietin Lﬁrédz[szeglb:satoe]meuerung der
[27, 28] B
Angpt-1 Angiopoietin-1, Ligand fur Tie-2 Expression durch
[27, 28] Osteoblasten und
Stromazellen[27, 31]
c-Kit Tyrosinkinase Klasse lll, Expression durch HSZ[34]
(CD117) spezifischer Rezeptor fir Kitlg
(SCF), Aktivierung durch Kitlg, Fir Proliferation und
Zellmembran gebundenes Differenzierung von HSZ
Protein[32, 33] sowie Kontrolle der Motilitat
Kitlg (SCF) | Stem Cell Factor, spezifischer Expression durch \é(;? proliferierenden HSZ[35-
Ligand fur c-Kit[32, 33] endothelialen und
perivaskularen
Stromazellen[38, 39]
Notch1 Rezeptor fir Jagged1[40, 41] unter anderem exprimiert
durch HSZ[42]
Uberleben, Entwicklung und
Differenzierung
verschiedener
Jagged1 Ligand fir Notch1[40, 41] Expression durch hamatopoietischer Linien[16,
(CD339) Osteoblasten und 40, 43, 44].

MSPZ[45]
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1.1.3 Das Nischen-Modell der Hamatopoiese

Die oben aufgefuhrten Komponenten des Knochenmark-Mikromilieus liegen hierbei
im  Knochenmark nicht willkdrlich vor. Sie bilden vielmehr durch eine
wohlkomponierte Anordnung der einzelnen Bestandteile strukturelle und funktionelle
Einheiten, in welche die HSZ und Progenitorzellen im dreidimensionalen Raum
eingebettet liegen und durch verschiedene extrinsische Signale reguliert werden. Der
Gedanke dieser strukturellen und funktionellen Einheiten, welche Selbsterneuerungs-
und Differenzierungsfahigkeit, Lokalisation und Zellzyklus bzw. Proliferation der HSZ
steuern, wurde erstmals im Jahre 1978 von Ray Schofield aufgegriffen[46] und ist
grundsatzlich bis heute gultig. Die Entwicklung von technisch aufwendigen
bildgebenden Methoden, wie die konfokale 2-Photonenmikroskopie oder das 'in-vivo
Imaging', hat das Wissen Uber die Nische jedoch entscheidend vorangebracht, indem
die anatomischen Lagebeziehungen zwischen HSZ und den verschiedenen
Strukturen des Knochenmark-Mikromilieus darstellbar wurden. Basierend auf diesen
Erkenntnissen geht man heute von mindestens zwei hamatopoietischen Nischen
aus, wobei diese nicht als getrennt betrachtet werden sollten. Vielmehr sollten sie als
funktionell zusammenhangende Einheiten verstanden werden, die sich zwar
hinsichtlich ihrer zellularen Zusammensetzung und ihrer Einflisse auf die HSZ-
Funktionen unterscheiden, zwischen welchen die HSZ jedoch hin und her wechseln

kdénnen.
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Abbildung 2: Die endosteale und perivaskulire Nische des Knochenmarks A
Schematische Darstellung der endostealen und perivaskuldren Nische innerhalb des
Knochenmarks in der Ubersicht (aus Mitsiadis et al.[47]). B Detaillierte Darstellung des
Aufbaus der endostealen und perivaskuldaren HSZ Nische wahrend der Knochenmark
Homeostase (aus Ehninger et al.[48]).

Die erste der beiden ist die sogenannte endosteale (osteoblastare) Nische, in
welcher die HSZ in unmittelbarer rdumlicher und funktioneller N&ahe mit den
namensgebenden Osteoblasten lokalisiert sind. In dieser sauerstoffarmeren,
Kalzium-angereicherten Umgebung befinden sich die HSZ vornehmlich im
Ruhezustand, d.h. getriggert durch Signale der Osteoblasten (Tabelle 1) proliferieren
sie kaum, sondern halten lediglich ihren Bestand kontinuierlich aufrecht. Dabei

werden die HSZ solange in der endostealen Nische unter anderem durch den
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Kalziumgradienten zurlickgehalten, bis es durch einen endogenen (z.B. ein erhdhter
Bedarf an Blutzellen) oder exogenen Stimulus (z.B. die Gabe von G-CSF) zu einer
Migration der HSZ in die sauerstoffreichere perivaskulare Nische kommt. Diese
befindet sich dem Namen entsprechend in unmittelbarer rdumlicher Nahe zu den
vendsen Knochenmarksinusoiden (Abbildung 2). Daher lag nahe, dass
Endothelzellen, ein wesentlicher Bestandteil der perivaskularen Nische sind, die nicht
nur Uber verschiedene Adhasionsmolekiile das Homing und die Mobilisation der HSZ
maBgeblich modulieren, sondern auch Uber die Expression von z.B. SCF das
Verhalten der HSZ beeinflussen[39]. Auf der abluminalen Seite der Sinuisoide findet
sich ferner eine Gruppe von Zellen mesenchymalen Ursprungs, die folgerichtig als
perivaskulare Zellen bezeichnet werden[49]. Als wesentliche Vertreter konnten bisher
in  Mausexperimenten Nestin-positive mesenchymale Stammzellen, 'CXCL12-
abundant reticular' (CAR-) Zellen und Zellen identifiziert werden, die den Leptin-
Rezeptor (LepR+) exprimieren[50]. Auch wenn Transplantations- sowie spezifische
Knock-in- als auch Knock-out-Experimente klar belegen, dass diese Zellen die HSZ
beeinflussen und Teil der vaskularen Nische sind, so sind die phanotypischen und
funktionellen Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den drei Subtypen der

perivaskularen Zellen noch unklar[7, 50, 51].
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Abbildung 3: Die hamatopoietische Nische und ihre unterschiedlichen Zelltypen
Schematische Darstellung der hamatopoietischen Nische und deren dort befindlichen
Zelltypen, dessen Sekretion léslicher Faktoren sowie direkte Zell-Zellkontakte, eine
Stammzell-Selbsterneuerung férdern (aus Frenette et al. 2013[50]).
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Gut hinterlegt jedoch ist, dass sympathische Nervenfasern ein weiterer Bestandteil
der vaskularen Nische sind und HSZ-Funktionen wie zum Beispiel die Mobilisierung
ins periphere Blut sowohl direkt als auch indirekt Uber die perivaskularen Zellen
steuern kénnen (Abbildung 3)[52]. Im Gegensatz zu der endostealen Nische sind die
HSZ in der vaskuldren Nische vermehrt teilungsaktiv und differenzieren vermehrt in
die verschiedenen Progenitor- und Effektorzellen.

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil des Knochenmark-Mikromilieus und somit auch
der hamatopoietischen Nische sind die sogenannten mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen (MSPZ). Da diese im Mittelpunkt dieser Dissertation stehen, werden
sie im folgenden Kapitel gesondert beschrieben.

1.14 Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen (MSPZ)

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen (MSPZ) lassen sich aus einer Vielzahl
von Geweben wie Fettgewebe, Nabelschnur- und peripherem Blut, der Dermis, der
Leber, Milz und aus Bindegewebe gewinnen[53-55] und haben aufgrund ihrer
Differenzierungsfahigkeit in verschiedene mesodermale Gewebe insbesondere
Interesse auf dem Gebiet der regenerativen Medizin gewecki[56-60]. Da diese Arbeit
sich jedoch ausschlieBlich mit MSPZ aus dem Knochenmark und deren Bedeutung
fir die adulte Hamatopoiese befasst, werden auch nur diese im folgenden Kapitel
naher betrachtet.

Die Existenz mesenchymaler Vorlduferzellen im Knochenmark wurde erstmals von
Friedenstein et al.[61] beschrieben, welcher nach dem Ausplattieren von
Knochenmarksuspensionen die Proliferation einer fibroblastenartigen, adharent
wachsenden Zellpopulation beobachtete.

Weiterflhrende Transplantationsexperimente zeigten, dass diese Zellen die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen[56-62]. Dartber hinaus konnten diese
Zellen als Ausdruck ihrer Multipotenz in verschiedene Gewebe mesodermalen
Ursprungs, namlich in Knochen, Fett und Knorpel differenziert werden (Abbildung
4)[61, 63, 64].
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Aufgrund dieser beiden flir Stammzellen jeglicher Art charakteristischen
Eigenschaften wurden diese Vorlauferzellen in Analogie zu embryonalen
mesenchymalen Zellen zundchst als mesenchymale Stammzellen (MSZ)
benannt[65]. Um jedoch die Definition einer Stammzelle vollstédndig zu erflllen,
musste auf Einzelzellniveau fir die durch das Ausplattieren des Knochenmarks
generierten mesenchymalen Zellen jeweils der Nachweis der
Selbsterneuerungsfahigkeit und der Multipotenz erfolgen [50]. Da dies jedoch in der
Regel nicht erfolgt, dirften die durch Ausplattieren gewonnenen mesenchymalen
Zellen keinen homogenen Zellverband darstellen, sondern vielmehr ein Gemisch von
wirklichen MSZ und von bereits differenzierten mesenchymalen Progenitorzellen.
Folglich durfte auch der Begriff der mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
(MSPZ) eher korrekt sein. Der Vollstandigkeit wegen sollte jedoch noch der Begriff
der Knochenmark-Stromazelle genannt werden, welche sich ebenfalls von den MSZ
ableiten und als fibroblastenartige Zelle Teil des Knochenmark-Mikromilieus sind.
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Abbildung 4: Mesenchymale Stammzellen (MSZ) und ihr Potential Schematische
Darstellung der im Knochenmark lokalisierten MSZ mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung
und dem Hervorbringen von differenzierbaren Tochterzellen, den MSPZ (modifiziert nach
Frenette et al.[50]).
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Zusammengefasst dirfte sich also die Fahigkeit der MSPZ, die Hamatopoiese in vivo
und in vitro zu regulieren, aus den Funktionen verschiedener Zellen ableiten. Dabei
dirften die wirklichen MSZ, wie bereits beschrieben, am ehesten Teil der vaskularen
Nische sein, wahrend aus den MSPZ hervorgehende Osteoblasten eher Teil der
endostealen Nische sind. Ob diese strikte Einteilung jedoch auch auf die in vivo
Situation zutrifft, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Auch die Knochenmark-
Stromazellen sind in der Lage, Wachstum und Proliferation von HSZ zu
unterstitzen[66]. Dies kann einerseits durch direkte Zell-Zell-Interaktionen erfolgen,
andererseits aber auch indirekt durch die Produktion von Wachstumsfaktoren und
Bestandteilen der extrazellularen Matrix. Nicht zuletzt kann auch die vielfaltige
immunmodulierende Wirkung der MSPZ indirekt Einfluss auf die Hamatopoiese

haben.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls das oben genannte Kultivierungsverfahren flr die
Generierung der mesenchymalen Zellen aus dem Knochenmark der MDS-Patienten
verwendet, weshalb hier der Begriff der MSPZ verwendet wird.

1.1.5 Definitionskriterien fir MSPZ entsprechend der
International Society for Cellular Therapies (ISCT)

Um den oben aufgefihrten Schwierigkeiten hinsichtlich Terminologie und
Definitionen entgegenzutreten, hat die ISCT im Jahre 2007 einheitliche
Definitionskriterien fir MSPZ festgelegt. Diese beruhen neben dem Nachweis der
Plastikadharenz und der trilinedren Differenzierungskapazitat auf dem
Expressionsprofil verschiedener Oberflachenantigene. So wird gefordert, dass die in
vitro kultivierten MSPZ die Oberflachenantigene CD73, CD90 und CD105 (> 95% der
Zellen) exprimieren, wohingegen keine Expression der hdmatopoietischen Antigene
CD34 und CD45 (< 2% der Zellen) vorliegen darf[67].

Die fein abgestimmten Wechselbeziehungen zwischen Blutstammzellen mit dem
Knochenmark-Mikromilieu und somit auch den MSPZ geben vor, dass eine
krankhafte Verédnderungen in nur einer dieser Komponenten zur Stérung dieses
Gleichgewichtes fuhrt. Hierdurch kénnen Stammzellerkrankungen wie Leukamien
oder myelodysplastische Syndrome (MDS) entstehen, welche im Mittelpunkt dieser
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Arbeit  stehen.  Folgerichtig ist nicht  verwunderlich, dass  solche
Stammzellerkrankungen mit Stérungen der Blutbildung und somit mit einem Mangel

an reifen Blutzellen einhergehen.

1.2 Myelodysplastische Syndrome (MDS)

1.2.1 Definition

Myelodysplastische Syndrome sind eine heterogene Gruppe erworbener
Knochenmarkserkrankungen, die mit einer ineffektiven Hamatopoiese und einem
erhohten Risiko zu einem Progress in eine akute myeloische Leukamie (AML)
einhergehen[68, 69]. Als Ausdruck dieser ineffektiven Blutbildung findet sich in der
Vielzahl der Falle ein hyperzellulares Knochenmark mit einer Vermehrung von
hamatopoietischen  Progenitorzellen, die in unterschiedlicher Auspragung
Dysplasiezeichen aufweisen. Im Gegensatz hierzu finden sich im peripheren Blut
Zytopenien variablen Schweregrades, die nur eine, jedoch auch alle drei
Blutzellreihen betreffen kénnen.

1.2.2 Epidemiologie

Auch wenn myelodysplastische Syndrome in jedem Alter auftreten kénnen[70], so
korreliert die Inzidenz jedoch mit dem Lebensalter[71]. W&hrend sie bezogen auf die
Gesamtbevodlkerung bei ca. 4 pro 100.000/Jahr liegt, so steigt sie ab einem
Lebensalter von 70 Jahren rapide an. Das mittlere Erkrankungsalter liegt somit auch
zwischen 60 und 70 Jahren. Die MDS gehéren somit neben den Non-Hodgkin-
Lymphomen inklusive der chronisch-lymphatischen Leukdmie und dem multiplen
Myelom zu den haufigsten hdmatologischen Neoplasien, deren Haufigkeit aufgrund
der steigenden Lebenserwartung wahrscheinlich noch zunehmen wird[72, 73].

11
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1.2.3 Symptomatik

Die Diagnose eines MDS kann als reiner Zufallsbefund bei einer routinemaBigen
Blutkontrolle bei einem sonst beschwerdefreien Patienten erfolgen. In der Regel ist
das klinische Bild jedoch gepragt durch Beschwerden die Folge der variabel
ausgepragten Zytopenien sind. In den meisten Féllen liegt eine Anadmie als fihrende
Zytopenie vor, die zu Symptomen wie Luftnot, Abgeschlagenheit oder Schwindel
fuhren kann[74]. Im Falle einer Thrombozytopenie kénnen Blutungskomplikationen
im Vordergrund stehen, die von milderen Haut- und Schleimhautblutungen bis hin zu
letal verlaufenden Blutungen reichen kénnen[75]. Ferner scheint auch die
Thrombozytenfunktion aufgrund eines intrinsichen Defektes des Integrinsignalings
bei einem ertraglichen Anteil der MDS-Patienten gestért zu sein. In selten Fallen
kénnen auch plasmatische Gerinnungsstérungen hierzu beitragen. Der Mangel an
Leukozyten, insbesondere an neutrophilen Granulozyten wiederum geht mit einer
gesteigerten Infektanfalligkeit einher. Unabhangig von den Zytopenien kénnen auch
sogenannte B-Symptome wie NachtschweiB, Fieber oder Gewichtsverlust eintreten.
Bei Patienten, die eher an einem proliferativen Phanotyp des MDS leiden, kdnnen als
Zeichen einer extramedullaren Blutbildung eine Hepatosplenomegalie oder eine
Hyperleukozytose vorliegen. Wahrend erstgenannte mit Oberbauchschmerzen und
Voéllegeflhl einhergehen kénnen, kann die Hyperleukozytose zu einem Leukostase-
Syndrom flhren.

1.2.4 Klassifikation

Diese Vielgestaltigkeit der klinischen Symptomatik spiegelt letztendlich die
phanotypische Heterogenitat der verschiedenen MDS-Subtypen wieder. Am besten
zusammengefasst wird diese durch die aktuell gultige WHO-Klassifikation der
Myelodysplastischen Syndrome[76]. Diese basiert im Wesentlichen auf der zuvor
gultigen French-American-British (FAB) Einteilung (Tabelle 2)[77] und umfasst aktuell
sieben verschiedene Subtypen. Diese werden anhand von Blastenanzahl, Anzahl der
betroffenen Zellreihen und zytogenetischen Befunden eingeteilt (Tabelle 3)[76, 78].
Dariber existieren auch Knochenmarkserkrankungen, die neben einem

dysplastischen Anteil auch eine myeloproliferative Komponente aufweisen. Da diese
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sich nicht eindeutig entweder den MDS oder den myeloproliferativen Syndromen

zuordnen lassen, wurde

in die WHO-Klassifikation eine eigene Kategorie

'Myelodysplastic/Myeloproliferative Neoplasms (MDS/MPN) aufgenommen (Tabelle

4)[76, 79, 80].

Tabelle 2: FAB-Klassifikation (modifiziert nach Bennett et al.[77])

Kategorie Dysplasie % KM Blasten % PB Blasten
Refraktare Anamie (RA) Erythroid <5 <1
Refraktare Anédmie mit Erythroid <5 <1
Ringsideroblasten (RARS)
Refraktédre Anamie mit Blastenexzess 2 oder mehrere Linien 5-20 0-4
(RAEB)
Refraktédre Anamie mit Blastenexzess Ublicherweise 2 oder 21-30 =5
in Transformation (RAEB-T) mehrere Linien
Chronisch Myelomonozytare Leukamie Variabel 21x109/L <20
(CMML) Monozyten

Tabelle 3: WHO-Klassifizierung der myelodysplastischen Syndrome und nach
Merkmale im Blut und Knochenmark (modifiziert nach Vardiman et al.

und Orazi et al.[76, 79])
Subtyp Merkmale im Merkmale im KM
Blut
Refraktare Zytopenie mit unilinearer Unizytopenie oder | Unilineédre Dysplasien
Dysplasie (RCUD) Bizytopenie <5% Blasten

<1% Blasten

15% der erythroiden Vorlduferzellen sind
Ringsideroblasten

a) Refraktare Anamie (RA)

Unizytopenie oder
Bizytopenie
<1% Blasten

Dyserythropoiese
<5% Blasten

b) Refraktare Neutropenie (RN)

Unizytopenie oder
Bizytopenie
<1% Blasten

Dysmegakaryopoiese
<5% Blasten

c) Refraktére Thrombozytopenie (RT)

Unizytopenie oder
Bizytopenie
<1% Blasten

Dysgranulopoiese
<5% Blasten

Refraktdre Andmie mit
Ringsideroblasten (RARS)

Anamie
keine Blasten

= 15% der erythroiden Vorlauferzellen sind
Ringsideroblasten

Dyserythropoiese

<5% Blasten

Refraktére Zytopenie mit multilinearer
Dysplasie (RCMD)

Bi- oder
Panzytopenie
<1%Blasten

Dysplasien in 2-3 Zelllinien
<5% Blasten

Refraktare Zytopenie mit
Ringsideroblasten (RCMD-RS)

Bi- oder
Panzytopenie
<1%Blasten

Dysplasien in 2-3 Zelllinien
<5% Blasten
>15% Ringsideroblasten
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Refraktédre Anamie mit Uni-bis Unilineéare oder multilineare Dysplasie
Blastenexzess-1 (RAEB-1) Panzytopenie 5-9% Blasten
<5% Blasten keine Auerstabchen
keine
Auerstabchen
Refraktére Anédmie mit Uni-bis Unilineare oder multilineére Dysplasie
Blastenexzess-2 (RAEB-2) Panzytopenie 10-19% Blasten
Auerstdbchen + Auerstédbchen
5-19% Blasten
MDS, unklassifizierbar (MDS-U) Zytopenie Dysplasien in <10% der Zellen in einer oder
<1% Blasten mehrerer Zellreihen mit zytogenetischen

Abnormalitdten
<5% Blasten

MDS assoziiert mit isoliertem del(5q) | Anamie Normal bis vermehrte Megakaryozyten
Plattchen normal <5% Blasten
bis erhdht keine Auerstabchen

isoliertes del(5q)

Tabelle 4: WHO-Klassifizierung der ,Mixed Myelodysplastic/Myeloproliferative
Neoplasm“ (MDS/MPN) (aus Vardiman et al.[76])

WHO Klassifizierung

Chronische myelomonozytare Leukdmie (CMML-1, CMML-2)
Atypische Chronische Myeloide Leukamie

Juvenile myelomonozytare Leukamie
Myelodysplastisch/Myeloproliferative Krankheit, Unklassifizierbar

1.2.5 Prognose

Ahnlich heterogen wie der Phanotyp gestaltet sich auch die Prognose der MDS-
Patienten hinsichtlich des Gesamtiberlebens und des Risikos in eine akute
myeloische Leukd@mie Uberzugehen. Dabei kann das mediane Gesamtiberleben
zwischen > 5 Jahren flr Patienten mit einer RARS und weniger als einem Jahr fir
Patienten mit einer RAEB-II schwanken. Analog hierzu variiert das Risiko flr den
Ubergang in eine akute myeloische Leuk&mie zwischen 3% und 65% nach 5 Jahren
(Abbildung 5)[81]. Um eine Aussage hinsichtlich der Uberlebensdauer und dem AML-
Risiko fur den individuellen Patienten zu ermdglichen, existieren verschiedene
Prognosesysteme. Den akzeptierten Goldstandard und das somit am meisten
genutzte Prognosesystem stellt das sogenannte 'International Prognostic Scoring
System' (IPSS, Tabelle 5) dar[82]. Dieses zieht Parameter wie den Blastengehalt im
Knochenmark, die Anzahl der Zytopenien und den Karyotyp hinzu [81, 83-85], um auf
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der Basis dieser Befunde vier Risikogruppen niedrig (low), intermediar-1
(intermediate-1), intermediar-1 (intermediate-2) und hoch (high) zu unterscheiden.
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Abbildung 5: Uberleben und AML Risiko von MDS-Patienten nach IPSS Graphische
Darstellung des A Kumulativen Uberlebens von 676 Patienten mit MDS gemaB des IPSS
und des B Kumulativen Risikos eines Progress in eine AML von 676 Patienten mit MDS
geman des IPSS (aus Germing et al.[81]).

Tabelle 5: Tabellarische Darstellung der Kategorisierung von MDS-Patienten nach IPSS
definierten Kriterien (adaptiert nach Greenberg et al.[84])

Risikogruppe Niedrigrisiko Intermediar-I Intermediar-II Hochrisiko
(Low) (0,5-1,0) (1,5-2,0) (High)

Score 0 0,5 1,0 1,5 2,0 225

Prognostische

Variablen

KM-Blastenanteil [%] <5 5-10 - 11-20 21-30

Karyotyp Gut Intermediar Schlecht

Zytopenien 0N 2/3

Eine Weiterentwicklung stellt der IPSS-revised (IPSS-R) dar (Tabelle 6), der im
vergangenen Jahr publiziert wurde[85]. Dieser erlaubt eine noch prazisere
Prognosestellung fir den individuellen MDS-Patienten, die nun in 5 verschiedene
Risikogruppen (very low, low, intermediate, high, very high) aufgetrennt werden.
Grundlage hierflr ist zum einen die Erkenntnis, dass der Zytogenetik eine grdBere
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prognostische Bedeutung in Korrelation zum Blastengehalt zukommt[86]. Dariber
hinaus werden die Patienten mit wenigen Blasten noch genauer aufgetrennt und
auch die Zytopenien werden nun anhand ihrer Schwere gewichtet. Aktuell laufen
Bestatigungsuntersuchungen, die aller Voraussicht nach dazu flihren werden, dass
der IPSS-revised in Kiirze als neuer Standard im klinischen Alltag etabliert sein wird.

Tabelle 6: Definition des IPSS-R (adaptiert nach Greenberg et al.2012[85])

Chromosomale Kategorien

Sehr Gut del(11q), -Y

Gut Normal, del(5q), zweifache Aberration und del(5q), del(20p), del(20q)

Intermediar del(7q), i(17q), +19, andere, unabhangige Klone

Schlecht inv(3)/t(3qg)/del(3q), -7, -7/7q, zweifache Aberration und -7/7q, komplexer Karyotyp mit 3
Anomalien

Sehr schlecht Komplexer Karyotyp mit >3 Anomalien

Prognostische Variabeln 0 0.5 1 1.5 2 3 4

Zytogenetik Sehr gut Gut Intermediar Schlecht  Sehr schlecht

KM Blasten <2% >2-<5% 5-10% >10%

Hamoglobin =210 8-<10 <8

Plattchen 2100 50-<100 <50

ANC 20.8 <0.8

Risikogruppe Risiko System

Sehr gering (very low) <15

Gering (low) >1.5-3

Intermediar (intermediate) >3-4.5

Hoch (high) >4.5-6

Sehr hoch (very high) >6

Neben diesen beiden Scores existieren weitere Scores wie z.B. der WPSS (WHO-
adaptiertes Prognostic Scoring System), der neben dem WHO-Subtyp auch die
Transfusionspflichtigkeit mit aufnimmt[87] oder der CPSS (CMML-specific Prognostic
Scoring System), der speziell auf die Subgruppe der CMML zugeschnitten ist[88].
Darlber hinaus haben auch andere Faktoren wie Alter, Serum Ferritin, LDH, B2-
Mikroglobulin oder der Fibrosegrad im Knochenmark Einfluss auf die Prognose[82,
85, 89]. Auch molekulare Veranderungen wie z.B. die ASXL1-Mutationen oder die
Splicosom-Mutationen, die in den vergangenen Jahren neu entdeckt wurden, werden
in Zukunft far die Prognosestellung hinzugezogen werden[87, 90, 91]. Neben diesen
MDS-spezifischen Faktoren spielen auch etwaige Komorbiditaten eine Rolle fir die
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Prognose und schranken gegebenenfalls auch die therapeutischen Mdglichkeiten far
MDS-Patienten ein[92, 93].

1.2.6 Diagnostik

Um die Diagnose eines MDS stellen zu kénnen, muss zum einen eine anhaltende
Zytopenie vorliegen, die nicht auf eine andere Ursache zurlckzuflhren ist. Darber
hinaus sollte entweder eine Dysplasie in mindestens 10% der Knochenmarkzellen,
eine Vermehrung von Blasten (5-19%) im Knochenmark vorliegen und/oder eine fur
das MDS typische Chromosomenaberration nachzuweisen sein. Hieraus und aus
den oben genannten prognostischen Abschatzungen ergibt sich die Diagnostik.
Hierzu gehdéren also neben einer Blutuntersuchung, welche ein Differentialblutbild
und eine klinische Chemie beinhaltet, eine zytologische und/oder histologische
Knochenmarkuntersuchung, @ welche  gegebenenfalls noch  durch  eine
durchflusszytometrische Untersuchung erganzt werden kann. Ferner bedarf es einer
zytogenetischen Untersuchung des Knochenmarkes, entweder als klassische
Bénderungszytogenetik oder als FISH-Untersuchung, bei welcher spezifische
Aberrationen gezielt gesucht werden[94]. In Zukunft werden aller Voraussicht nach
molekulargenetische Untersuchungen Einzug finden in den diagnostischen
Algorithmus. Diese werden zum Nachweis von diversen, vor kurzem entdeckten
Mutationen wie ASXL1, TET2 oder Splicosom-Mutationen eingesetzt werden, welche
Diagnostik, Risikostratifizierung und Therapieauswahl ergédnzen werden[90].

1.2.7  Therapie

Anders als bei der Therapie der chronischen myeloischen Leukédmie, bei welcher
mittlerweile in Form der Tyrosinkinaseinhibitoren eine zielgerichtete Behandlung
maoglich ist[95], gibt es fir die MDS bisher keinen kausalen Therapieeinsatz. Bei der
Mehrzahl der oft alteren Patienten steht im Mittelpunkt, die durch die Zytopenien
hervorgerufenen Symptome zu lindern. Meist erfolgt dies durch die Transfusion von
Thrombozyten- und  Erythrozytenkonzentraten.  Alternativ.  kbnnen  auch
Wachstumsfaktoren wie Erythropoietin, G-CSF oder auch die in klinischen Studien
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bereits verflgbaren Thrombopoietinanaloga zur Stimulation der Blutbildung
eingesetzt werden. Ferner geh6éren auch die Prophylaxe und konsequente
Behandlung von Infekten zum Behandlungskonzept der MDS. Im Falle einer
endogenen oder einer durch die regelmaBige Zufuhr von Erythrozytenkonzentraten
induzierten Eisentberladung kénnen Eisenchelatoren wie Deferasirox verwendet
werden[96]. Bei einer Subgruppe von Patienten mit einem hypozellularen
Knochenmark, bei denen wahrscheinlich ein autoimmunologisches Geschehen
Ausléser des MDS ist, kann auch eine immunsuppressive Therapie mit
Antithymozytenglobulin, Alemtuzumab und Ciclosporin zu einem Ansprechen
fuhren[97, 98]. Als erste MDS-spezifische Therapie wurde im Jahre 2008 flr Europa
die Substanz 5-Azacitidine fur Patienten mit einem fortgeschrittenen MDS
zugelassen. Pathophysiologischer Hintergrund war die in den MDS-Zellen
beobachtete Hypermethylierung der DNA. 5-Azacitidine ist ein  DNA-
Methyltransferaseinhibitor und so die Idee, sollte die pathologische
Hypermethylierung von verschiedenen Genen aufheben[99]. Allerdings gibt es bis
heute keine Untersuchung, welche einen Zusammenhang zwischen der
demethylierenden Wirkung der Substanz und dem Ansprechen zeigen konnte. Als
weitere MDS-spezifische Behandlung ist seit diesem Jahr die Substanz Lenalidomid
fir Patienten mit Niedrigrisiko-MDS und isolierter Deletion 5q zugelassen. Auch
wenn der Wirkansatz auch hier ebenfalls bisher nicht verstanden ist, so fuhrt diese
Substanz dennoch bei etwa zwei Drittel der Patienten zu einer anhaltenden
Transfusionsfreiheit[100, 101]. Als einziger kurativer Therapieansatz steht fir MDS-
Patienten jedoch nur die allogene Blutstammzelltransplantation zur Verfigung. Diese
wird vor allem bei Patienten mit Hochrisiko-MDS, also Patienten mit einem
intermediate-2 oder high-risk MDS nach IPSS oder bei Patienten mit ausgepragten
Zytopenien oder komplexen Karyotypveranderungen eingesetzt. Allerdings kann
dieses Verfahren in der Regel nur bei jingeren MDS-Patienten mit keinen oder

wenigen Komorbiditaten eingesetzt werden.

Zusammengefasst gibt es bisher keinen zielgerichteten Ansatz fir die Therapie der
MDS, was zum einen wahrscheinlich an der Heterogenitat der Erkrankung, zum
anderen aber auch an der bisher nicht verstandenen Pathogenese der MDS liegt.
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1.2.8  Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der MDS ist bisher nicht bekannt. Nur in einer Minderheit der MDS-Falle
kann ein Ausldser, wie zum Beispiel eine vorangegangene Strahlen- oder
Chemotherapie oder auch eine immunsuppressive Therapie als kausaler Faktor
identifiziert werden. Diese Faélle werden auch unter dem Begriff der
therapieassoziierten MDS zusammengefasst[102]. In einzelnen Féllen kann auch
eine berufliche oder akzidentelle Exposition gegentiber ionisierender Strahlung oder
auch organischen Lésungsmitteln (z. B. Benzol) als ursachlich angesehen werden. In
der Mehrzahl der Félle lasst sich jedoch kein Ausléser finden. Angesichts der
Altersverteilung der MDS werden altersabhangige Phanomene wie z.B. ein
gesteigerter oxidativer Stress vermutet, ohne dass es hierfir bisher
wissenschaftliche Belege gibt.

Auch mit Blick auf die Pathogenese gibt es keinen solitdren Mechanismus, welcher
die phéanotypische Heterogenitat erklaren konnte. Vielmehr scheint sich die
phanotypische Heterogenitat in einer Vielzahl von pathogenetisch relevanten
Mechanismen wiederzufinden. Generell akzeptiert ist, dass es sich bei den MDS um
Erkrankungen der Blutstammzellen handelt. Dieser Nachweis konnte bei der AML
bereits in den 90er Jahren mit Hilfe der seriellen Transplantation von aufgereinigten
Stamm- und Progenitorkompartimenten erbracht werden und stellt die Grundlage flir
die sogenannte 'Leukemic stem cell'-Theorie dar[103, 104]. Da diese Form des
Beweises bisher aufgrund schlechten Engraftments und generell kaum etablierten
MDS-Mausmodellen schwer zu fihren war[105], basiert die Theorie bezliglich des
MDS vor allem auf dem Nachweis von klonalen zytogenetischen oder molekularen
MDS-spezifischen Veranderungen [106-108] in der HSZ-Fraktion von Patienten mit
MDS.

Mit Blick auf die zytogenetischen und molekularen Veradnderungen hat es in den
vergangenen 5 Jahren weitreichende Fortschritte gegeben. Seit langerem war mit
Hilfe von klassischer Banderungszytogenetik und FISH bekannt, dass etwa 50% der
Patienten chromosomale Veranderungen aufweisen, wobei oftmals die
Chromosomen 5 und 7 betroffen sind[109]. Aufgrund dessen, dass vor allem der
Verlust von genetischem Material haufig zu finden ist, wurde rasch vermutet, dass
die betroffenen Chromosomenregionen Gene tragen, die von pathogenetischer
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Relevanz sind. Fir das sogenannte 5g- Syndrom konnte dies bereits gezeigt werden.
Hier kommt es durch eine interstitielle Deletion des kurzen Armes von Chromosom 5
zu einem Verlust unter anderem des Gens RPS14, welches im Mausmodell zu einem
MDS-Phéanotyp fihrt[110]. Allerdings liegt in der Regel, so die Resultate von
hochauflésenden Sequenzierungsanalysen, keine Mutation auf dem zweiten Allel
des Genes vor, sodass am ehesten eine sogenannte Haploinsuffizienz der
betroffenen Gene als Mechanismus bestehen diirfte. Basierend auf den Fortschritten
der modernen Sequenzierungsanalysen wurden in den vergangenen Jahren
zahlreiche neue Mutationen beim MDS entdecki[90, 110]. Diese kénnen bei bis zu
50% der Patienten vorliegen, oftmals auch bei solchen, die einen normalen Karyotyp
haben. Diese umfassen unter anderem Gene, die an der DNA-Methylierung, an
Histonmodifikationen oder am Splicosom beteiligt sind. Fir einzelne dieser Gene
konnte bereits eine funktionelle Verbindung zu einem phanotypischen Merkmal der
MDS gezeigt werden, fur andere steht dieser Nachweis noch aus. Neben ihrer Rolle
fur die Pathogenese der MDS wird aktuell auch versucht, die prognostische
Relevanz und den Stellenwert flir das Ansprechen auf eine spezifische Therapie zu
eruieren. Neben diesen Mutationen konnte auch gezeigt werden, dass zahlreiche
Gene bei Patienten mit MDS hypermethyliert sind [90]. Dies bildete die Rationale fur
die Therapie mit den demethylierenden Substanzen, ohne dass bisher eine
Korrelation zwischen Methylierungsprofil und Ansprechen auf eine Therapie mit
einem DNA-Methyltransferaseinhibitor gezeigt werden konnte. Neben diesen
molekularen Veranderungen scheint bei einem gewissen Teil der MDS-Patienten
auch ein autoimmunologisches Geschehen zugrunde zu liegen, was die Abgrenzung
zu einer aplastischen Anamie oder einer paroxysmalen nachtlichen Hamoglobinurie
oftmals erschwert. Bei diesen Patienten liegt meist eine gesteigerte Apoptose im
Knochenmark vor, die einerseits durch das Vorliegen zahlreicher proapoptotischer
Zytokine, andererseits aber auch durch autoreaktive zytotoxische T-Zellen erklarbar
ist. Dies scheint insbesondere auf Patienten mit einem frGthen MDS zu zutreffen,
wahrend bei den fortgeschrittenen MDS eher ein Phdnomen der Immun-Evasion
vorliegt, indem der maligne Klon sich den regulatorischen Mechanismen des

kérpereigenen Immunsystems zu entziehen scheint.
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1.3 Die Rolle von Mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
(MSPZ) in der MDS Pathogenese — Stand der Forschung

Bisher wurde die Rolle nicht-hdmatopoietischer Komponenten, wie den MSPZ in der
Pathogenese der MDS mit deutlich weniger Aufwand untersucht als die Rolle der
HSPZ[111]. Dies ist zum einen darin begriindet, dass MDS prinzipiell als klonale
Erkrankungen von hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ)
angesehen werden. Zum anderen liegt es daran, dass das Wissen Uber das
Knochenmark-Mikromilieu und im speziellen Gber MSPZ erst in den vergangenen

Jahren vertieft wurde.

Bisher haben nur wenige Arbeiten die Rolle der MSPZ in der Pathogenese der MDS
untersucht und ergeben somit kein klares Bild, sondern haben vielmehr kontroverse
Resultate hervorgebracht[112-116].

Letztlich konnten in (Ober einem viertel der MDS-Patienten genetische
Veréanderungen in MSPZ gefunden werden[114]. Zuséatzlich wurden Verédnderungen
in der Expression auf transkriptionaler- oder Proteinebene von mehreren
Adhasionsmolekllen, Transkriptionsfaktoren und Zytokinen beschrieben, jedoch ist
der konkrete Zusammenhang in der MDS Pathogenese schwer fassbar[111].
DarUber hinaus liegen gegensinnige Ergebnisse bezilglich der Proliferations- und
Differenzierungsfahigkeit sowie der Fahigkeit der hamatopoietischen Unterstitzung
von MSPZ aus MDS-Patienten vor. Mégliche Griinde fiir diese unterschiedlichen
Ergebnisse verschiedener Gruppen kénnte die begrenzte Zahl an untersuchten
Proben sowie Unterschiede in der Untersuchungsmethodik sein. Zusammengefasst
bleibt trotz aller beschriebenen Verdnderungen in MDS-MSPZ die Frage bisher
ungeklart, ob diese beobachteten Veranderungen eine kausative Rolle darstellen
oder ob es sich vielmehr um sekundare Anpassungen an die infiltrierenden
dysplastischen HSPZ handelt. Bei anderen Erkrankungen wie dem Multiplen Myelom
(MM) oder der Akuten Myeloischen Leukdmie (AML) konnten &hnliche
Veranderungen der MSPZ gefunden werden. Dies lasst vermuten, dass die beim
MDS beobachteten Verdnderungen der MSPZ eher als reaktiv zu betrachten
sind[117, 118]. Weiterhin wird diese Theorie der sekundaren Adaptation an die
infiltrierenden Zellen durch klinische Beobachtungen unterstiitzt, dass nach
Eliminierung des malignen Klon durch eine Chemotherapie, demethylierende Stoffe
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oder nach allogener Blutstammzelltransplantation das MDS Knochenmark-
Mikromilieu seine hamatopoietische Unterstitzungsfahigkeit wiedererlangt und es zu
einer Wiederherstellung der Hamatopoiese kommt. Nichts desto trotz konnte die
Gruppe um Raaijmakers et al. in einer Publikation von 2010 demonstrieren, dass
durch genetische Stérung bei mesenchymalen/osteogenen Progenitoren ein MDS
ahnlicher Phanotyp, einhergehend mit peripheralen Zytopenien und der Neigung zu
einer Entwicklung in eine AML mit zytogenetischen Anomalien in Mausen induziert
werden kann[119]. Dies warf erneut die Frage nach den MSPZ bei der MDS-
Pathogenese, nach der sogenannten ,Henne und Ei“ Problematik auf. Dies gilt es in

umfangreichen, experimentellen Arbeiten zu adressieren.
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1.4 Zielsetzung

MDS sind eine heterogene Gruppe von klonalen Knochenmarkserkrankungen, die
nach dem aktuellen Stand der Forschung ihren Ursprung in den hdmatopoietischen
Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ) nehmen. Auch wenn zahlreiche genetische
und molekulare Veranderungen in den HSPZ bei MDS-Patienten beschrieben
wurden, konnten bisher weder etwaige Ausléser, noch ein gesamtheitliches
Verstandnis in der MDS-Pathogenese erlangt werden. Charakteristisch flr die MDS
ist eine insuffiziente Hamatopoiese, welche die Ursache flr die mehr oder weniger
stark ausgepragten Zytopenien ist. Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
(MSPZ) sind ein wesentlicher Bestandteil des Knochenmark-Mikromilieus und stellen
die Vorlaufer fir Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten dar. MSPZ stehen
Uber verschiedene Rezeptoren und die Sekretion verschiedener Signalmolekule in
wechselseitiger Interaktion mit den HSPZ und beeinflussen deren Proliferation,
Differenzierung, Adhé&sion oder Migration. Im Wissen um ihre Rolle fir die normale
Hamatopoiese sind MSPZ auch im Kontext der MDS in einzelnen Untersuchungen
betrachtet worden. Diese wenigen Arbeiten zeigten bereits morphologische
Veranderungen sowie Veranderungen im Wachstumsverhalten, Differenzierungs-
und Proliferationsfahigkeit von MSPZ in Patienten mit MDS. Allerdings ergab sich
bisher kein schllissiges Gesamtbild, da in den meisten Untersuchungen nur sehr
wenige MSPZ Proben untersucht wurden und auBerdem methodische Unterschiede

einen Vergleich der einzelnen Arbeiten erschwerten.

In dieser Arbeit sollen MSPZ von Patienten mit allen gangigen MDS-Subtypen
hinsichtlich ihres Wachstums-, Proliferations- und Differenzierungsverhalten
untersucht werden. Diese deskriptiven Analysen sollen die Grundlage fur funktionelle
Experimente bilden, in denen der direkte Einfluss der MSPZ auf die HSPZ selbst
untersucht werden soll. Diese Untersuchungen sollen die Fragestellung dieser Arbeit
beantworten, inwiefern und Uber welche Mechanismen MSPZ eine Rolle fir die
ineffektive Hamatopoiese bei den MDS spielen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Materialen und Chemikalien

Tabelle 7: Materialien und Chemikalien

Produkt Hersteller

5x First Strand Buffer Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

5x Phusion® HF Reaction Buffer (+7,5mM Finnzymes/Thermo Scientific (Schwerte)
MgCly)

Agarose Electrophoresis Grade Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)
Ascorbinséure SIGMA-AIldrich (Steinheim)

Alizarin Rot (pH4,1-4,3) SIGMA-AIldrich (Steinheim)

Aqua dest. Splllésung Delta Select (Dreieich)

CD34 MicroBead Kit (human) Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Chamber slides (Lab-Tek Il Chamber Slide™ | Thermo Scientific (Schwerte)
System)

Deckglaser (24x32mm) Engelbrecht Medizin& Labortechnik GmbH
(Edermlnde)

Dexamethason SIGMA-Aldrich (Steinheim)

DMEM (low glucose 1g/L, high glucose SIGMA-AIldrich (Steinheim)

4,5g/L)

DMSO (Dimethylsulfoxid) SIGMA-Aldrich (Steinheim)

DNA Probenpuffer (Blue/Orange 6x Loading | New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Dye)

DNase |, Amplification Grade Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

DNA Leiter (Quick Load 100bp DNA Ladder) | New England Biolabs (Frankfurt a.M.)

dNTP Mix (10mM) Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)
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DTT (0,1M)

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

EDTA (fest, fur TBE-Puffer)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

EppendorfreaktionsgefaBe (1,5ml; 2ml)

Eppendorf (Hamburg)

Erythropoietin

Roche (Mannheim)

Ethanol absolut zur Analyse

Merck (Darmstadt)

Falconréhrchen (15ml, 50ml)

Greiner bio-one Cellstar (Frickenhausen)

Ethidimbromid (10mg/ml)

SIGMA-Aldrich (Steinheim

FBS (Fetal Bovine Serum)

Biochrom AG (Berlin)

FBS (Langzeitzellkultur)

STEMCELL Technologies (Vancouver,
Kanada)

Flow-Count™ Fluorospheres

Beckman Coulter, Inc. (Krefeld)

Formaldehyd (4%)

Otto Fischer GmbH & Co KG
(Saarbricken)

Glycerol-2-Phosphat

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Horse Serum

STEMCELL Technologies (Vancouver,
Kanada)

HPGM (Hematopoietic Progenitor Growth
Medium)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

IBMX (Isobutyl-Methylen-Xanthine)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Insulin Solution from bovine pancreas
(10mg/ml)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Isopropanol

Merck (Darmstadt)

ITS+1 (Insulin Transferyl 100X)

SIGMA-AIdrich (Steinheim)

Kernechtrot-Aluminiumsulfat

Roth (Karlsruhe)

Kryoréhrchen (2ml)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin

SIGMA-Aldrich (Steinheim)
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LSM 1077 Separationsmedium

PAA (Célbe)

LS-Magnetséaule

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Lysepuffer

Zentralapotheke Uniklinik DUsseldorf

MidiMACS Magenetischer Zellseparator

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Methylzellulose (MethoCult H4534)

STEMCELL Technologies (Vancouver,
Kanada)

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Merck (Darmstadt)

Objekttrager (Superfrost)

Thermo Scientific (Schwerte)

OllgO dT1s20 (5OHM)

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

Oil Red O

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

PBS (Phosphate buffered saline) pH7,3

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

PCR-Softstripes (0,2ml)

Eppendorf (Hamburg)

PCR-Reaktionsplatte (96-well)

Applied Biosystems (Warrington, UK)

Pipettenspitzen

Biozym (Hessisch Oldendorf)

Power SYBR Green PCR Master Mix (2x)

Applied Biosystems (Warrington, UK)

QIAShredder

Qiagen (Hilden)

RNase-Free DNase Set

Qiagen (Hilden)

RNase OUT (40U/pl)

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

RNeasy Micro Kit

Qiagen (Hilden)

RNeasy Mini Kit

Qiagen (Hilden)

Cellular Senescence Assay Kit

Cell Biolabs, INC. (Heidelberg)

Safranin O SIGMA-Aldrich (Steinheim)
Silbernitrat Roth (Karlsruhe)
Stripetten Corning Incorporated Costar (NY, USA)

Superscript [I™ First Strand Synthesis
System for RT PCR (200 U/ul)

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

26




Material und Methoden

Taq DNA Polymerase (F-530 Phusion®)

Finnzymes/Thermo Scientific (Schwerte)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

SIGMA-AIdrich (Steinheim)

Trypanblau (0,4%)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Trypsin/EDTA (10x)

SIGMA-AIdrich (Steinheim)

X-Gal ultra pure

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt)

Zellkulturflaschen (T25 cm?, T75cm?)

Corning Incorporated Costar (NY, USA)

Zellkulturplatten (96-well)

Greiner bio-one Cellstar (Frickenhausen)

Zellkulturplatten (6-, 24-well)

Corning Incorporated Costar (NY, USA)

B-Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

2.1.2 Agarosegelelektrophorese

2.1.2.1 TBE-Puffer

Tabelle 8: Zusammensetzung des TBE-Puffers

Puffer

Zusammensetzung

10x TBE-Puffer

53,99 Tris Base
4,639 EDTA
27,59 Borsaure
Ad 1L Aqua dest.

2.1.2.2 Agarosegel und Elektrophorese

Tabelle 9: Zusammensetzung des Agarosegels

Agarosegel

Zusammensetzung

2%iges Agarosegel

Agarose
250ml TBE-Puffer
0,5% Etidiumbromid

DNA Probenpuffer

4ul

DNA-Leiter (100bp)

3ul
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2.1.3 Primer

Fiar die PCR Analysen wurden einige der in Tabelle 10 aufgefihrten Primer selbst,
unter Zuhilfenahme der Plattformen NCBI, Primer Blast (NCBI- Blast- Tool), Ensembl
Genome Browser und Oligo Analyzer-Integrated DNA Technologies gestaltet und bei
der Firma Biolegio (Nijmegen, Niederlande) geordert.

Die in dieser Arbeit gestalteten Primer bestehen aus 17-22 Nukleotiden und haben
eine fur quantitative Realtime PCR (qRT-PCR) Analysen ideale Schmelztemperatur
von ~60°C. Die Schmelztemperatur von Primern hangt von ihrer Lange und ihrem
GC-Gehalt ab. Um die Spezifitat der gestalteten Primer zu Gberprifen, wurden die
Sequenzen auf der NCBI Plattform Primer-blast Gberprift.

2.1.3.1 Onlineprogramme zur Primergestaltung

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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Tabelle 10: Auflistung verwendeter Primer

rev: CCGCCATTTCGAGTTAGGGC

Primerpaar NM Sequenz Sequenzen 5> 3’ Annealingtemperatur | ProduktgréBe
[bp]

Gapdh NM_002046.4 fwd: TGCACCACCAACTGCTTAGC

rev: ACAGTCTTCTGGGTGGCAGTG 60°C 110
Angpt-1 NM_001146.3 fwd: CCGGTGAATATTGGCTGGGGA

rev: CAGCACCGTGTAAGATCAGGC 60°C 216
Kitlg NM_000899.4 fwd: GGATCTGCAGGAATCGTGTGAC

rev: ATCCCGGGGACATATTTGAGGG 60°C 103
Jagged1 NM_000214.2 fwd: CGCCTGGCCGAGGTCCTATAC

rev: CTGCTTCAGCGTCTGCCACTG 60°C 139
Dicer1 NM_001195573.1 | fwd: GCTGGCGTGGGAGTCAGATCA

rev: GGAGCTTACCAGGGGACTCGC 60°C 262
Osterix NM_001173467.1 | fwd: CCCTGCTGGAGGAAGTTCAC

rev: GAGTTGTTGAGTCCCGCAGAGG 60°C 105
Osteocalcin NM_199173.3 fwd: GAGCCCTCACACTCCTCGCC

rev: AGCCAACTCGTCACAGTCCGG 60°C 248
Osteopontin | NM_001040060.1 | fwd: CGGACCTGCCAGCAACCGA

rev: CTGTCCCAATCAGAAGGCGCG 60°C 244
CXCL12 NM_001178134.1 | fwd: GCCAGAGCCAACGTCAAGC

rev: AGCTTCGGGTCAATGCACAC 60°C 110
CXCR4 NM_003467.2 fwd: GCATGACGGACAAGTACAGGC

rev: GACATGGACTGCCTTGCATAGG 60°C 131
Tie-2 NM_000459.3 fwd: CATCCTGGACCTGTGAGACG

rev: CCACGTACTGCTCCCTGGG 60°C 254
c-Kit NM_000222.2 fwd: GCTCCAATGTGTGGCAGCAG

rev: ACATTCAACCGTGCCATTGTGC 60°C 199
Notch1 NM_017617.3 fwd: GCTGACGGAGTACAAGTGCCG

rev: GGCACACTCGTTGACATCCTGC 60°C 187
ceoLe NM_002982.3 fwd: GGAAGATCTCAGTGCAGAGGC

rev: CAGGTGGTCCATGGAATCCTG 60°C 149
cCL7 NM_006273.2 fwd: CAACTACCTGCTGCTACAGAT

rev : GGTCTTGAAGATTACAGCTTCC 60°C 13
cCL23 NM_005064.3 fwd: CTTCTGGACATGCTCTGGAGGA

rev: GAGTGAACACGGGATGCTTCG 60°C 126
CCL26 NM_006072.4 fwd: CCTCCTGAGTCTCCACCTTGG

rev: GGCTGTATTGGAAGCAGCAGG 60°C 74
CXCL1 NM_001511.2 fwd: GCCAGTGCTTGCAGACCCT

rev: GGATTGAGGCAAGCTTTCCGC 60°C 136
CXCL7 NM_002704.3 fwd: CGAAAGGCAAAGAGGAAAGTC

rev: TCTTGATTCTGGGAGCATCTG 60°C 207
CXCL10 NM_001565.3 fwd: GTACGCTGTACCTGCATCAG

rev: GGATTCAGACATCTCTTCTCACC 60°C 149
CXCL14 NM_004887.4 fwd: GCTACAGCGACGTGAAGAAGCT

rev: CCTGACCTCGGTACCTGGACA 60°C 105
CX3CL1 NM_002996.3 fwd: CACGTGCAGCAAGATGACATCA 60°C o1
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Midkine NM_002391.3 fwd: GTGCCCTGCAACTGGAAG
rev: CTTCTTCAGGGTGCCTTGG 60°C 114

SBDS NM_016038 Firma: Qiagen 60°C 119
CCL3 NM_002983 Firma: Qiagen 60°C 112
TBX15 NM_ 152380 Firma: Qiagen 60°C 100

NM_001204397 Firma: Qi
PITX2 NM 001204398 Ifma. Lhagen 60°C 104

NM_153426

Firma: Qi

HOXB1 NM_002144 irma: Qiagen 60°C 124

NM_000077 Firma: Qiagen
p16 NM_058195 60°C 70
(CDKN2A) NM_058196

NM_058197

NM_000389 Firma: Qiagen
p21 NM_001220777 60°C 79
(CDKN1A) NM_001220778

NM_07846

NM_000546 Firma: Qiagen
P53 (TP53) | NM_001126112 60°C 112

NM_001126113
NM_001126114
NM_001126115
NM_001126116
NM_001126117
NM_001126118
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2.1.4  Antikorper

Tabelle 11: Auflistung verwendeter Antikérper

(DNA Marker)

Name Wirt Spezifitat | Typ Klon Firma Markierung

Isotyp Maus Mensch 9G4 X40 BD Biosciences | FITC/PE
(Simultest)

Isotyp Maus Mensch 9G4 MOPC-21 | BD Biosciences | PerCP-Cy5.5

Isotyp Maus Mensch 9G4 MOPC-21 | BD Biosciences | APC

CD3 Maus Mensch 19G4 UCHTH1 BD Biosciences | APC

CD4 Maus Mensch 1gG1 SK3 BD Biosciences | PE

CD8 Maus Mensch 19G1 SK1 BD Biosciences | FITC

CD19 Maus Mensch 1gG1 SJ25CH1 BD Biosciences | PerCP-Cy5.5

CD34 Maus Mensch 9G4 8G12 BD Biosciences | FITC

CD34 Maus Mensch 19G1 8G12 BD Biosciences | PE

CD34 Maus Mensch 1gG1 8G12 BD Biosciences | APC

CD44 Maus Mensch 1gG1 G44-26 BD Biosciences | FITC

CD45 Maus Mensch 19Gi HI30 BD Biosciences | PE

CD49d Maus Mensch 9G4 9F10 BD Biosciences | APC

CD73 Maus Mensch 1gG1 AD2 BD Biosciences | PE

CD90 Maus Mensch 1gG1 5E10 BD Biosciences | APC

CD105 (Endoglin) Maus Mensch 1gG1 266 BD Biosciences | PerCP-Cy5.5

CD117 (c-Kit) Maus Mensch 19Gi 104D2 BD Biosciences | PerCP-Cy5.5

CD184 (CXCR4) Maus Mensch 9G4 12G5 BD Biosciences | PE

CD339 (Jagged1) Maus Mensch 9G4 J1G53-3 Adipogen FITC

Ki67 Maus Mensch 1gG1 B56 BD Biosciences | FITC

Hoechst 33342 Mensch Invitrogen
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2.1.5 Zelllinien

Die adhéarente, humane embryonale Karzinomzelllinie (Teratocarcinoma) nTERA-2
wurde als Positivkontrolle fir PCR Analysen bei MSPZ verwendet, wahrend die
Suspensionszelllinien HL-60 (Akute promyelozytische Leukdmie) und THP-1 (AML
Zelllinie) in Experimenten mit CD34" Stamm- und Progenitorzellen eingesetzt
wurden. Alle Zelllinien stammen vom DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

2.1.6 Patientencharakteristika

Die in dieser Arbeit verwendeten MSPZ wurden aus dem Knochenmark von MDS-
Patienten nach Erteilung des Einverstandnisses durch den jeweiligen Patienten mit
Hilfe der unten aufgeflhrten Kultivierungsverfahren (2.2.1.3) generiert. Als gesunde
Kontrollen dienten MSPZ aus Knochengewebe von hamatologisch gesunden
Patienten, die in der hiesigen Orthopadischen Klinik einen Hiiftersatz erhielten.

Tabelle 12: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten gesunden Probanden und
MDS-Patienten zur Generierung von MSPZ und/oder CD34" HSPZ

Probanden Anzahl Medianes Alter
Gesunde Probanden 67 63 (31-85)
Geschlecht
Méannlich 17
Weiblich 50
MDS-Patienten 121 66 (26-91)
Geschlecht
Mannlich 74
Weiblich 47
Diagnose
RCMD 45
RAEB 29
MDS del5q 13
CMML 4
sAML 28
MDS-U 2
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21.7 Kultur- und Differenzierungsmedien

21.71 Proliferationsmedium fiir CD34* hamatopoietische Stamm- und
Progenitorzellen (HSPZ)

CD34" HSPZ wurden in HPGM mit 20% FBS, 1% Penicillin/ Streptomycin/ L-
Glutamin (PSG, 100U/ml) und den Wachstumsfaktoren IL3, IL6, FLT3 und SCF
(10ng/ml) kultiviert.

21.7.2 LTB-MC (Long Term Bone Marrow Culture) Medium fir Long Term
Culture - Initiating Cell (LTC-IC) Versuch

Fir den LTC-IC Versuch wurden die Zellen in IMDM mit 12,5% Horse Serum, 12,5%
Langzeitzellkultur FBS und 1% PSG kultiviert.

21.7.3 Migrationsmedium fiir CD34* HSPZ

Fur den Migrationsversuch wurden CD34" HSPZ in 250ul DMEM + 30% FBS + 1%
PSG aufgenommen und in die obere Kammer einer Transwell-Platte mit einer
PorengréBe von 5um pipettiert, wahrend die untere Kammer mit 600ul DMEM + 30%
FBS + 1% PSG + 10ng/ml SDF-1a befllt wurde.

21.7.4 Kulturmedium far mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
(MSPZ)

Far die Kultivierung von MSPZ wurde DMEM (low glucose) mit 30% FBS und 1%
PSG verwendet.

2.1.7.5 Differenzierungsmedium zur chondrogenen Differenzierung von
MSPZ

Die chondrogene Differenzierung von MSPZ wurde mit DMEM (high glucose) + 1%
Penicillin/ Streptomycin (PS) mit 1% ITS+1, 1uM Dexamethason, 40ug/ml L-Prolin,
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50ug/ml  Ascorbate-2-Phosphate und 10ng/ml TGF-B3 angereichert. Die Zellen
wurden fur 21 Tage induziert.

2.1.7.6 Differenzierungsmedium zur adipogenen Differenzierung von MSPZ

Das Basalmedium fur die adipogene Differenzierung setzt sich aus DMEM (high
glucose) + 10% FBS + 1% PSG zusammen. Induziert wurden die Zellen mit
0,img/ml Insulin, 10°® Dexamethason, 1mM IBMX und 0,2mM Indomethacin
(Induktionsmedium) und nach 2 Tagen gegen das Kultivierungsmedium, basierend
auf dem Basalmedium, angereichert mit 0,01mg/Insulin ersetzt. Entsprechend
wechselte das Medium alle 2 Tage alternierend zwischen dem Induktions- und
Kultivierungsmedium fir insgesamt 21 Tage.

2.1.7.7 Differenzierungsmedium zur osteogenen Differenzierung von
MSPZ

Zur osteogenen Differenzierung von MSPZ wurde das Kulturmedium mit 50ug/ml
Ascorbinsaure, 10mM B-Glycerolphosphat und 10”7 Dexamethason angereichert. Die

Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen differenziert.

2.2 Methoden

2.2.1  Zellkultur

Die Zellkulturarbeit wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen
wurden bei 37 °C/21% Oz/ 5% CO- kultiviert.

2.2.1.1 Dichtezentrifugation

Fir die Isolation der CD34" HSPZ aus dem Knochenmark wurde als erster Schritt
eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefihrt. Hierfir wurde zunachst das
Volumen der Knochenmarkprobe bestimmt und anschlieBend auf 15ml Ficoll (LSM
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1077) aufgeschichtet und ohne Bremse zentrifugiert (835 g/ 20 min/ 20°C), um die
mononukleare Zellfraktion (MNC) zu isolieren. Nach der Zentrifugation teilte sich das
Knochenmark in verschiedene Phasen auf. Die mononukleéare Zellfraktion (MNC), die
sich als weiBer Ring (Interphase) unterhalb des Plasmas niedersetzt, wurde
abgenommen und in ein neues 50ml Falcon Uberflhrt, die restlichen Bestandteile
vom Knochenmark wurden verworfen. Die Interphase wurde zweimal mit PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert (300g/ 10 min/ 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen und fir die Hamolyse der Erythrozyten wurde das Pellet in 10ml
Ammoniumchlorid-Lésung resuspendiert und fir 5-10 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert, anschlieBend zweimal mit MACS Puffer (500ml PBS + 1,5ml HSA (5%) +
1,5ml EDTA (0,5M)) gewaschen und zentrifugiert (300g/ 10 min/ 4°C). Das
entstandene Pellet wurde erneut in 50mlI MACS Puffer resuspendiert und die Zellzahl
am CASY® Zellzahler TTC (Roche) bestimmt.

2.2.1.2 Isolation von CD34* hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen
(HSPZ) aus dem Knochenmark

Nach der in Schritt 2.2.1.1 beschriebenen Dichtezentrifugation wurden flr die
Isolation der CD34" HSPZ die gezahlte MNC Fraktion erneut zentrifugiert (300g/ 10
min/ 4°C). Der Uberstand wurde verworfen. Die CD34* HSPZ wurden mittels
magnetsicher Zellseparation unter Verwendung der Midi MACS Technik (Miltenyi)
nach dem Protokoll des Herstellers selektioniert und anschlieBend in die

entsprechenden Versuche eingesetzt. Das Protokoll ist in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Protokoll zur Aufreinigung von CD34* HSPZ aus dem Knochenmark

Schritt Durchfiihrung

1x10% MNC in 300ul MACS Puffer aufnehmen und mit 100l
Blocking Reagenz + 100l magneto bead konjugierten Antikérper
versetzen

30 min Inkubation bei 4°C

Farbung der MNC Fraktion

ad 50ml MACS Puffer
Zentrifugation (10min/ 300g/ 4 °C)

Waschen der gefarbten MNC

Aquilibrierung der LS-Saule (im Magnethalter), einmal mit 3ml
MACS Puffer

Aufnehmen der gefarbten MNC in 1-2ml MACS Puffer und
Uberflihrung auf die LS-Saule

MACS Isolation

Nach dem Durchlaufen der Probe, Spllen der LS-Saule (im
Magnethalter), zweimal mit 7ml MACS Puffer

Entfernung der LS-S&ule aus dem Magnethalter und Elution der
Probe in 7ml MACS Puffer durch Einsatz des Druckkolbens

eluierte HSPZ zentrifugieren (300g/ 10 min/ 4°C)

Zellzahlbestimmung Zellzdhlung per CASY

2.2.1.3 Generierung von MSPZ aus dem Knochenmark

Far die MSPZ Generierung wurde die in der 2.2.1.1 beschriebenen
Dichtezentrifugation gewonnene MNC Fraktion pelletiert (300g/ 10 min/ 4°C). Die
MNC wurden in einer Zelldichte von 2x10’- 5x10” auf eine T75cm? Zellkulturflasche
in MSPZ Kulturmedium (siehe 2.1.7.4) ausplattiert (Primérkultur). Das Medium der

Primarkulturen wurde wdchentlich gewechselt.

2.2.1.4 Bestimmung der Colony Forming Unit-Fibroblast (CFU-F) Aktivitat in
den MSPZ Kulturen

Probenabhangig konnte das Auftreten von Kolonien in den Primarkulturen der MSPZ
Kulturen nach 14-21 Tagen beobachtet werden. Zellkolonien mit > 50 Zellen wurden
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mikroskopisch ausgezahlt und fur eine einheitliche Bestimmung der CFU-F Aktivitat
auf 1x10” MNC normiert.

2.2.1.5 Passagieren und Kultivierung von MSPZ

Die MSPZ wurden Uber die Zeit in Kulturmedium (siehe 2.1.7.4) kultiviert, bis die
Zellen eine Konfluenz von max. 70-80% erreichten und anschlieBend geerntet. Dafur
wurde das Medium aufgefangen und die Zellen zunachst mit PBS gespiilt, erneut mit
PBS bedeckt und 5 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
1xTrypsin in PBS Uberschichtet und 5 min bei 37°C inkubiert. Die Abldésung der
Zellen von der Zellkulturflasche wurde mikroskopisch kontrolliert und durch leichte
Schlage gegen die Zellkulturflasche wurden die adhdrenten Zellen abgeldst. Die
Enzymreaktion des Trypsins wurde durch Zugabe des zu Beginn aufgefangenen,
konditionierten Mediums abgesattigt. Die abgeldsten Zellen wurden zentrifugiert
(397g/ 7 min/ 4°C) und das entstandene Pellet in neuem Kulturmedium
resuspendiert. Nach der Zellzahlbestimmung, mittels Neubauer-Zahlkammer wurden
die Zellen, je nach Versuchsvorhaben erneut ausplattiert, kryokonserviert (siehe
2.2.1.7) oder als Pellet durch einen Waschschritt mit PBS (6000rpm/ 5 min/ 4°C) bei -
80°C eingefroren.

2.2.1.6 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Fir die Zellzahlbestimmung wurden 10ul der Zellsuspension mit 10ul Trypanblau
(0,4%) vermischt. Tote Zellen sind durch die Einlagerung des Trypanblaus in die
Zellmembran dunkelblau geférbt. Dies vereinfacht die mikroskopische Auszahlung
lebender Zellen. Nach Auszahlung der 4 GroBquadrate wurde die Zellzahl mit
folgender Formel ermittelt:

Zellzahl / 4 x 2 x 10000 x Volumen (ml)
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2.2.1.7 Kryokonservierung von MSPZ

Pro Kryordhrchen wurden 1-2x10° Zellen eingefroren. Hierfir wurden die Zellen
zunachst zentrifugiert (397g/ 7 min/ 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 500ul 4°C kaltem 80% FBS in DMEM aufgenommen und in ein
Kryoréhrchen Uberfihrt. Nach Zugabe des gleichen Volumens an 20% DMSO in
DMEM wurden die Kryoréhrchen in -80°C Uberflhrt. Nach kurzer Lagerungszeit
wurden die Kryovials in flissigen Stickstoff (-196°C) flr eine langere Lagerung
dberfuhrt.

2.2.1.8 Auftauen von kryokonservierten MSPZ

Die kryokonservierten Zellen wurden aus dem flissigen Stickstoff in einem
Wasserbad bei 37°C aufgetaut, bis ein kleiner Eiskristall vorhanden blieb. Die
Zellsuspension wurde in 2 ml 50% FBS in DMEM aufgenommen, 30 sek inkubiert
und mit 15% FBS in DMEM auf 15ml aufgeflllt. Nach dem Zentrifugieren (397¢g/ 7
min/ 4°C) wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet in Kulturmedium
resuspendiert und auf eine Kulturflasche ausplattiert.

2.2.2 Wachstumskinetik

Um das Wachstumsverhalten der MSPZ zu analysieren, wurden die kumulativen
Populationsverdopplungen (Cumulative Population Doublings, CPD) einer Zelllinie
mit Hilfe folgender Formel berechnet:

PD= Population Doublings
(dt. Populationsverdopplungen)

PD = log (ny/n,) No= Anzahl ausplattierter Zellen
log2
ni= Anzahl geernteter Zellen
CPD=2PD
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Far eine konstante Berechnung der CPD wurde in jeder neuen Passage die gleiche
Anzahl an Zellen wieder ausplattiert.

2.2.3 Differenzierungen

2.2.3.1 Chondrogene Differenzierung von MSPZ

Die chondrogene Differenzierung erfolgte in einem Zeitraum von 21 Tagen. Zur
Differenzierung wurden die Zellen in Passage 3 in einer Dichte von 2,5x10° in ein
15ml Falcon Réhrchen Gberflhrt und zentrifugiert (3979/ 7 min/ 4°C). Das Zellpellet
wurde mit chondrogenem Medium induziert (siehe 2.1.7.5) und zweimal wdchentlich
gewechselt. Als Negativkontrollen wurden parallel Zellen der Probe mit gleicher
Zellzahl in DMEM (low glucose) + 10% FBS + 1% PSG Uber den gleichen Zeitraum

kultiviert.

2.2.3.2 Nachweis von Proteoglykanen mittels Safranin O

Die chondrogen differenzierten Pellets wurden zum Schneiden am Kryostat
vorbereitet, indem diese in Einfriemedium eingebettet wurden. Sobald die Pellets bei
-26°C eingebettet waren, konnten 6um Schnitte angefertigt werden. Nach einem Tag
Trocknen wurden die Schnitte mit Safranin O gefarbt. Die Farbung mit Safranin O
und Fast Green (Lichtgrin) stellt den Proteoglykangehalt der chondrogen
differenzierten Zellpellets dar, wobei die Farbgebung von rot einem normalen
Proteoglykan entspricht, wahrend blau fehlendes Proteoglykan entspricht. Fir die
Farbung wurden die Schnitte 10 min mit eiskaltem 70%igem Ethanol fixiert und
anschlieBend fir 5 min in Aqua dest. gespult, bevor die Schnitte fir 20 min mit der
0,3%igen Safranin O Arbeitslésung gefarbt wurden. Nach dem Farbeschritt wurden
die Schnitte kurz in Aqua dest. gespdlt und fir ca. 10 sek in 0,004% Fast Green
eingetaucht. Nach erneutem Spullen mit Aqua dest. wurden die geféarbten Schnitte in
96% Ethanol und anschlieBend zweimal in Xylol eingetaucht, bevor sie mit Entellan
eingedeckt wurden. Die Dokumentation erfolgte, wie bei den anderen Farbungen, am
Axiovert 25 Mikroskop.
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2.2.3.3 Adipogene Differenzierung von MSPZ

Die Zellen wurden ebenfalls in Passage 3 differenziert und in einer Zelldichte von
1,5x10* pro cm? in einer 24-well Platte ausplattiert und bei 50% Konfluenz mit dem
Adipozyten-Induktionsmedium (siehe 2.1.7.6) induziert und Uber einen Zeitraum von
21 Tagen differenziert. Das Medium wurde alternierend jeden 2. Tag zwischen
Induktions- und Kultivierungsmedium gewechselt. Als Negativkontrollen wurden
Zellen der gleichen Probe in DMEM (low glucose) + 10% FBS + 1% PSG (ber den
gleichen Zeitraum kultiviert.

2.2.3.4 Nachweis der Lipidvakuolen tliber Oil Red O

FUr den Nachweis der sich bildenden Lipidvakuolen wurden die Zellen nach der
Differenzierung mit einer Oil Red O Loésung gefarbt. Oil Red O ist ein roter
Azofarbstoff und farbt Triglyceride an. Fir eine gebrauchsfahige Lésung wurde die
Stocklésung (0.3%) mit Aqua dest. auf eine Endkonzentration von 0,2% verdinnt.
Diese Lésung ist 2 Stunden nach Verdinnung verwendbar. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen und 2 min mit 4% Formaldehyd bei -20°C fixiert. Nach der Fixierung
wurden die Zellen mit 50%igen Ethanol gewaschen und fir 20 min mit der 0,2%igen
Oil Red O Lésung bei Raumtemperatur (RT) gefarbt. Die gefarbten Zellen wurden
anschlieBend mit 50%igen Ethanol von der Uberschissigen Farbelbésung frei
gewaschen und anschlieBend mit Aqua dest. gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
lichtmikroskopische Auswertung mittels Axiovert 25 Mikroskop der Firma Zeiss.

2.2.3.5 Osteogene Differenzierung von MSPZ

Die Differenzierung der Zellen erfolgte in Passage 3. Hierfiir wurden 5-8x10° Zellen
pro cm? in einer 6-well Platte ausplattiert und 1-2 Tage in Kulturmedium (siehe
2.1.7.4) kultiviert, bis sie eine Konfluenz von 50% erreicht haben. AnschlieBend
wurden sie mit Osteoblastendifferenzierungsmedium (siehe 2.1.7.7) induziert und

Uber einen Zeitraum von 14 Tagen differenziert. Das Medium wurde zweimal
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wdchentlich gewechselt. Zellen der gleichen Probe wurden parallel in DMEM (low
glucose) + 10% FBS + 1% PSG Uber den gleichen Zeitraum kultiviert und dienten als

Negativkontrollen.

2.2.3.6 Nachweis der Kalzifizierung mittels Alizarin Red und van Kossa und
Nachweis der Alkalischen Phosphatase Aktivitat (ALP)

Der Grad der Kalzifizierung nach der 14-tagigen Differenzierung wurde durch eine
Farbung mit Alizarin Red nachgewiesen. Alizarin Red wird aus dem Farberkapp
gewonnen und wird in die Mineralisierungsfront des Knochengewebes eingebaut.
Zellen, die osteogen induziert werden kénnen, bilden extrazellulare Matrixproteine
wie z.B. Osteocalcin, in die sich Kalziumphosphat einlagert, welche in dieser
Farbung rot erscheinen. Die Alizarin Red Stocklésung ist 2%ig (pH4,1 - 4,3). Fir die
Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend 10 min mit
eiskaltem 70%igen Ethanol bei RT fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit
Aqua dest. gewaschen und fir 10 min mit Alizarin Red gefarbt. Nach der Farbung
wurden die Zellen erneut finfmal mit Aqua dest. gewaschen. Die gefarbten Zellen
wurden mit PBS Uberschichtet und durch lichtmikroskopische Aufnahmen (Zeiss)

dokumentiert.

Die van Kossa Farbung ist eine indirekte Farbemethode zum Nachweis von Kalzium
in Karbonaten oder Phosphaten. Hierbei werden die Kalziumionen gegen Silberionen
ausgetauscht und diese durch Licht zu metallischem Silber reduziert. Somit
erscheinen kalkhaltige Substanzen braun/schwarz. Nach der 14-tdgigen Induktion
wurden die Zellen zunachst einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
eiskaltem 70%igen Ethanol fir 10 min bei RT fixiert und mit Aqua dest. gespult. Nach
einer 30-minttigen Farbung mit einer 1% Silbernitratiésung, wurden die Zellen fir 1
min mit Natriumthiosulfat-Pentahydrat fixiert und nach einem Waschschritt mit Aqua
dest. fir 15 min mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat gegen gefarbt. Nach erneutem
Waschen mit Aqua dest. wurden die Zellen mit PBS Uberschichtet und am Zeiss

Mikroskop dokumentiert.

Die Alkalische Phosphatase (ALP) ist unter anderem in osteogen induzierten Zellen
aktiv. Organische Phosphatverbindungen dienen als Substrat fir die Enzymaktivitat.
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Die Phosphate werden von der ALP abgespalten und die freigesetzte Verbindung
reagiert zu einem farbigen Endprodukt. In diesem Féarbeprotokoll dient Naphtol-AS-
Phosphat als Substrat und reagiert zu einem Azofarbstoff, der rétlich erscheint. Die
Zellen wurden nach der Induktion zunachst mit PBS gewaschen und mit eiskaltem
70%igen Ethanol fir 10 min bei RT fixiert. Nach der Fixierung erfolgte ein
Waschschritt mit Aqua dest., bevor die Zellen fiir eine halbe Stunde bei 37°C mit der
Arbeitslésung (100ul Naphtol-AS-Phosphat + 10ml Tris + 10ml Aqua dest. + 12mg
Fast Red Violet LB Salt) inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die Zellen
dreimal mit Aqua dest. flr jeweils 2 min gewaschen, bevor diese mit PBS
Uberschichtet und direkt am Axiovert 25 Mikroskop (Zeiss) dokumentiert wurden.

2.24  Zellzyklusanalyse von CD34" HSPZ nach Ko-Kultur mit
MSPZ

MSPZ wurden in einer Konzentration von 1,6x10* pro cm? in einer 6-Well Platte als
feeder layer (dt. Zellrasen) ausplattiert. Nach einem Tag in Kultur wurde das Medium
entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. 2x10° frisch isolierte CD34* HSPZ
wurden in Proliferationsmedium (2.1.7.1) aufgenommen und fir 72 Stunden auf dem
MSPZ feeder layer kultiviert. AnschlieBend wurden die CD34" HSPZ durch Spilen
des Wells mit PBS herausgelést und mit Ki67-Hoechst 33342 gefarbt. Zur besseren
Detektion einer mdglichen Kontamination durch einzelne mit abgeléster MSPZ
wurden die CD34" HSPZ zusétzlich mit einem anti-CD34 Antikdrper geféarbt und an
einem Hochgeschwindigkeits-Zellsortierer MoFlo™ XDP (Beckman Coulter)

ausgewertet.

2.2.5 Long Term Culture - Initiating Cell (LTC-IC) Assay

1,2x10° MSPZ wurden in einer 96 Well-Platte ausplattiert und bei einer 80%igen
Konfluenz mit 30Gy am Gulmay RS225 bestrahlt. 6x10° frisch isolierte CD34* Zellen
wurden in 5 ml LTB-MC Medium (siehe 2.1.7.2) aufgenommen und in absteigender
Konzentration auf den MSPZ feeder layer ausplattiert und fir 5 Wochen bei 37°C/
21% O3/ 5%CO, kultiviert. Das Medium wurde wdchentlich gewechselt. Nach der 5-
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wochigen Kultivierung wurde das Medium vollstdndig entfernt und durch
Methylcellulose, angereichert mit 10 IU/ml Erythropoietin ersetzt. Die Zellen wurden
fur weitere 2 Wochen inkubiert und die herangewachsenen Kolonien unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt. Fir die statistische Auswertung der LTC-IC Frequenz
wurde das LDA-Statistics 1.0 (Beta 1) Programm verwendet.

2.2.6 Migration von CD34" HSPZ

Im Knochenmark bewirkt die Sekretion von SDF-1a (CXCL12) die Wanderung
(Migration) von CD34" HSPZ. Um die Migrationsfahigkeit von gesunden und MDS-
Patienten zu untersuchen, wurde ein Migrationsversuch mittels Transwell-Platten
gegen einen Konzentrationsgradienten durchgefiihrt. Hierfir wurden 1x10° CD34*
HSPZ in 250ul Migrationsmedium (2.1.7.3) aufgenommen und in die obere Kammer
einer Transwell-Platte (Porengr6Be 5Sum) pipettiert. In der unteren Kammer wurden
600ul  Migrationsmedium + 100ng/ml  SDF-1a gegeben, um so einen
Konzentrationsgradienten herzustellen. Der Migrationsversuch wurde fur 3 Stunden
bei 37°C durchgefuhrt. AnschlieBend wurde das Medium, welches migrierte Zellen
beinhaltete, aus der unteren Kammer in ein ReaktionsgefaB Uberfihrt und
zentrifugiert (300g/ 10 min/ 4°C). Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die
CD34" HSPZ mit anti-CD34 PE Antikérper fir 30 min bei 4°C gefarbt und
anschlieBend mit 0,1% Formaldehyd fixiert. Fir die Auszahlung migrierter Zellen
wurden 10pl von Flow-Count™ Fluorospheres (9740 Beats/ul) mit der zu
untersuchenden Probe vermengt und am FACSCalibur Gerat gemessen. Hierfir
wurden 1250 Beats der Probe im FACS Gerat gezahlt und somit ergibt sich ein
prozentualer Anteil migrierter Zellen durch folgende Formel:

> eingesetzte Flow-Count™ Fluorospheres (9740 Beats/pl) / gemessene Beats
(1250) = 7,792 Faktor

- gezahlte Zellen am FACS x Faktor x 100 = Prozentualer Anteil migrierter
Zellen
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2.2.7 Seneszenz-Assay als Nachweis fur alternde Zellen

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils alternder Zellen innerhalb einer
Zellpopulation, wurde das Cellular Senescence Assay Kit (SA-B-gal Staining) von
Cell Biolabs INC. verwendet. Dieser Assay beruht auf den Nachweis der Seneszenz-
assoziierten B-Galaktosidase. Das pH-Optimum der Seneszenz-assoziierten -
Galaktosidase liegt bei pH6, die lysosomale B-Galaktosidase zeigt ein Optimum bei
pH4. Fir die Bestimmung seneszenter Zellen innerhalb einer MSPZ Population
wurden 1x10* Zellen in Passage 3, pro Kammer (2-kdmmrige Chamber Slides)
ausplattiert. Nach 2-3 Tagen, innerhalb welcher die Zellen eine Konfluenz von 60-
70% erreichten, wurden sie gefarbt. Die Seneszenz-Farbung erfolgte entsprechend
der Anleitung des oben genannten Kits. Die Zellen wurden zunachst mit PBS
gewaschen und mit der 1x Fixing Solution 5 min bei RT fixiert. Uber Nacht wurden
die Zellen mit 1 ml der nach dem Protokoll angesetzten Farbelésung bedeckt und bei
37°C inkubiert, bis die Farbung das Maximum einer dunklen Blaufarbung der
Positivkontrolle erreicht hat. Fir die Positivkontrolle wurde eine selbstangesetzte
Farbeldsung verwendet, die dem verwendeten Kit entsprach, wobei der pH-Wert bei
pH4 lag. Insgesamt wurden 100 Zellen in verschiedenen Quadranten unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt und der prozentuale Anteil seneszenter Zellen berechnet.

2.2.8 Molekularbiologische Methoden

2.2.8.1 DNA Extraktion

Fir die DNA Extraktion wurden Zellpellets von MSPZ in Passage 3 und CD34" HSPZ
nach der Aufreinigung in RLT-Puffer bei -80°C eingefroren. Die DNA Isolation
erfolgte mit dem All Prep DNA/RNA Mini Kit, nach Anleitung des Herstellers Qiagen.

2.2.8.2 RNA Extraktion

Fir die RNA-Isolation wurden Zellpellets von MSPZ in Passage 3 und CD34" HSPZ
nach der Aufreinigung in RLT-Puffer bei -80°C eingefroren. Die RNA Isolation
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erfolgte mit dem RNeasy Mini oder Micro Kit, nach Anleitung des Herstellers Qiagen.

Der optionale DNase Verdau wurde wahrend den Waschschritten eingebaut.

2.2.8.2.1 RNA Extraktion von osteogen differenzierten MSPZ

FOr den osteogenen Zeitversuch wurden die MSPZ wie in 2.2.3.5 beschrieben

induziert und an den Tagen 1, 3, 7, 10 und 14 der Differenzierung flr eine RNA

Extraktion mittels TRI Reagent® (Trizol) lysiert, um die Expression verschiedener

osteogener Marker in einer quantitativen Realtime PCR (qRT-PCR) zu untersuchen.

Tabelle 14: Protokoll zur RNA Extraktion von osteogen differenzierten MSPZ mit TRI-
Reagent®

Schritt

Durchfiihrung

Lyse

Zellen mit PBS waschen

Zugabe von 500ul TRI Reagent®, geldste Zellen in ein 1,5ml Eppendorf
GefaB tberfihren

Zugabe von 100ul Chloroform

2 min vortexen, bis die Probe milchig ist
Zentrifugation (13000rpm/ 20 min/ 4°C)

Auftrennung der Probe in RNA, DNA und Proteinphase

Fallung

Abnahme der oberen RNA Phase durch Pipettieren, Fallung durch
Zugabe von 500ul Isopropanol, kurz invertieren und fir mind. 1 Tag bei
-20°C lagern

RNA Extraktion

Probe gut schitteln

Zentrifugation (13000rpm/ 15 min/ 4°C)

Uberstand abnehmen, Zugabe von 500ul 70%igen Ethanol
Zentrifugation (13000rpm/ 15 min/ 4°C)

Uberstand abnehmen, Zugabe von 500pl 100%igen Ethanol
Zentrifugation (13000rpm/ 15 min/ 4°C)

Uberstand abnehmen, Pellet fiir 10 min bei RT trocknen lassen
Elution der RNA durch Zugabe von 20-30ul DEPC treated Wasser
Messung der RNA am Nanodrop®

Lagerung bei -80°C (kurze Lagerung bei -20°C mdglich)
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2.2.8.3 Bestimmung der RNA-Konzentration mit dem Nanodrop® ND-1000

Der Nanodrop® ist ein Spektralphotometer mit dessen Hilfe kleinste Mengen an
Nukleinsduren und Proteinen gemessen werden kénnen. Zur
Konzentrationsbestimmung wurden von jeder Probe 1,5ul eingesetzt und mit dem
Nanodrop® spektrophotometrisch bestimmt.

2.2.8.4 cDNA Synthese (Reverse Transkription (RT))

Fir die cDNA Synthese wurde Gesamt-RNA der MSPZ in Passage 3 und Gesamt-
RNA aus CD34" HSPZ umgeschrieben. Die isolierte RNA wurde nach dem Protokoll
des Herstellers Invitrogen mit der Superscript 1l Reverse Transcriptase und Oligo
dTi2.1¢ Primer umgeschrieben. Die cDNA Synthese erfolgte an einem Mastercycler
Gradient der Firma Eppendorf.

FOr die cDNA Synthese wurde die RNA zunéachst in einem Master Mix | mit dNTP
Mix, Oligo dT12.1g Primer und DEPC treated Wasser in einem Endvolumen von 20pl
angesetzt und fir 5 min bei 65°C denaturiert. Nach einer 1-minttigen Kihlung der
Proben auf Eis wurde der Master Mix Il zu den einzelnen Proben hinzugegeben und
fir 2 min bei 42°C inkubiert. Nach erfolgter Zugabe der Superscript || wurden die
Proben weitere 50 min bei 42°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Reaktion wurden die
Proben fir 15 min bei 70°C inkubiert und schlieBlich in die PCR Reaktion eingesetzt.

Tabelle 15: Master Mixe flir die cDNA Synthese

Schritt Materialen Volumen
Master Mix | RNA (mi.nd. 200ng) Xl
(Endvolumen 12pl) dNTP Mix (10uM) Tul
Oligo dTy5.1g Primer 1ul
DEPC treated Wasser xul
. 5x First Strand Puffer 4ul
Master Mix Il DTT(0.1mM) ol
RNase OUT (40U/ml) 1ul
Reverse Transcriptase | Superscript I 1ul
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2.2.8.4.1 cDNA Synthese von RNA aus osteogen differenzierten MSPZ

Der Ansatz fur die cDNA Synthese der aus den osteogen differenzierten MSPZ

extrahierten RNA wurde nach folgendem Protokoll angesetzt:

Tabelle 16: Protokoll zur cDNA Synthese von RNA aus osteogen differenzierten MSPZ

Schritt Materialen Volumen
DNase Verdau (Endvolumeni0pl) RNA Xl
DNase Puffer 1ul
DNase | 1l
DEPC treated Wasser Xl
Inaktivierung der Reaktion EDTA 1ul
Master Mix | dNTPs (10mM) 1ul
Oligo dT4,.1g Primer 1ul
Master Mix Il 5x First Strand Puffer 4ul
DTT (0,1mM) 2ul
RNase OUT (40U/ml) 1ul
Reverse Transkriptase (RT) Superscript Il 1l

Die RNA der osteogen differenzierten MSPZ wurde in einem Master Mix zunachst
mit DNase | fir einen DNase Verdau far 15 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde
anschlieBend durch Zugabe von 1ul EDTA inaktiviert. Die Proben wurden bei 65°C
fir 10 min inkubiert. Nach Zugabe von dNTPs und Oligo dT12-18 Primer wurde der
Ansatz weitere 5 min bei 65°C inkubiert und anschlieBend 1 min auf Eis gekulhit.
Nach der Zugabe des Master Mix Il wurde die Reaktion fir 2 min bei 42°C inkubiert.
Eine weitere Inkubation von 50 min bei 42°C erfolgte nach Zugabe der Superscript II.
Die Inaktivierung der Reaktion erfolgte flir 15 min bei 70°C.

2.2.8.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden zunachst in einer Endpunkt PCR

getestet, um optimale Reaktionsbedingungen fiir eine quantitative Realtime-PCR
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(gRT-PCR) zu ermdglichen. Die Endpunkt PCR bietet die Mdoglichkeit der
Vervielfaltigung einer Zielsequenz, sodass dieses Produkt mittels Gelelektrophorese

als eine einzelne Bande unter dem UV Licht sichtbar gemacht werden kann. So kann

zunéachst die Qualitat (Spezifitdt) der verwendeten Primer geprift werden, etwa wie

das Vorhandensein von Nebenprodukten oder Primerwolken.

Tabelle 17: Protokoll fiir das PCR Programm am Mastercycler Gradient (Eppendorf)

PCR Temperatur in °C Zeit Zyklus
Denaturierung 98 2 min 1x
Denaturierung 98 30 sek
Primerhybridisierung 60 30 sek 35x
Elongation 72 30 sek

Elongation 72 10 min 1x

Far die PCR-Reaktion wurde ein Gesamtansatz von 25ul angesetzt. Der PCR

Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt:

Tabelle 18: Reaktionsansatz fiir die PCR-Reaktion

PCR- Reaktionsansatz

5ul 5x Phusion® HF Reaction Buffer (+MgCly)

1ul ANTP Mix (10mM)

1ul Forward Primer (10pM)

1ul Reverse Primer (10pM)

0,2ul DNA Taq Polymerase (F-530 Phusion®)

1ul cDNA

xul Wasser

25l Endvolumen
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2.2.8.6 Gelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Nukleinsduren
(RNA und DNA) nach ihrer GréBe in einer Gelmatrix durch Erzeugen eines
elektrischen Feldes. Die negativ geladenen Nukleinsduren werden so durch das Gel
hin ~ zum  positiven  Pol (Anode) gezogen und aufgetrennt. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proben richtet sich nach ihrem Molekulargewicht,
ihrer GroBe, der Starke des elektrischen Feldes und der PorengréBe des
Agarosegels. Je hdher konzentriert das Gel ist, desto kleiner sind die Poren. Anhand
von sogenannten DNA-Leitern kann die unter dem UV-Licht sichtbar gemachte,
gewanderte RNA/DNA Bande ihrer GréBe zugeordnet werden. Da die in dieser
Arbeit zu untersuchenden Fragmente relativ klein sind, wurde ein 2%iges Agarosegel

verwendet.

Die PCR Produkte wurden mittels Gelelektrophorese Uberprift, indem diese auf ein
mit Ethidiumbromid (2,4ul/100ml) versetztes 2%iges Agarosegel aufgetragen und fur
30 min bei 170V aufgetrennt wurden. Die Auswertung erfolgte unter dem UV-Licht.
Ethidiumbromid (EtBr) interkaliert in die DNA, welche als Banden unter dem UV-Licht
sichtbar wurden und mit Hilfe eines GréBenstandards (100bp DNA Leiter) die
entsprechenden PCR Produkte zugeordnet werden konnten.

2.2.8.7 Quantitative Realtime Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die gRT-PCR, basierend auf dem Prinzip der PCR, ermdglicht eine Quantifizierung
der Produkte durch Fluoreszenz Messungen, die pro Zyklus in ,Echtzeit* (engl.
Realtime) erstellt werden. Dabei nimmt die Fluoreszenz mit dem vorhandenen PCR
Produkt proportional zu. Die qRT-PCR wurde an einem Step One Plus Realtime
Cycler durchgefiihrt. Es wurde der SYBR Green PCR Master Mix von Applied
Biosystems verwendet und oligospezifische Primer zur Analyse von MSPZ und zur
Charakterisierung der CD34" HSPZ gestaltet oder von Firmen verwendet (Tabelle
10). Die PCR Reaktionen wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Das Haushaltsgen
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) diente als Referenzkontrolle
und die relativen Anderungen der Genexpression wurden mit Hilfe der AACt-
Methode berechnet.
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2.2.9 Proteinanalysen

2.2.9.1 Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting-FACS)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode auf Einzelzellniveau, bei welcher in
Suspension befindliche Zellen anhand ihrer GréBe, Granularitdt und spezifischen
Farbung analysiert werden kénnen. Dabei werden die Zellen in einer Flusskammer
durch Laserstrahlen angeregt. Die hierdurch hervorgerufenen Lichtsignale werden
tber halbdurchlassige Spiegel an spezielle Detektoren geleitet und dort gemessen.
So ermdglicht die Durchflusszytometrie beispielweise eine Einteilung von
verschiedenen Zelltypen innerhalb einer Probe.

Zur Darstellung der zu untersuchenden Zellpopulationen wird zundchst mit Hilfe von
Diagrammen (Dot Plots) am FACS Gerdt und durch Setzen von sogenannten
,Gates” fir die Gr6Be und Granularitdt der Zellen angelegt. Zellen mit &hnlichen
GroBen- und Granularitdtseigenschaften werden als wolkendhnliches Bild
dargestellt.

Weiterhin kann die Expression von verschiedenen Oberflachenantigenen und
intrazellularen Proteinen von Zellen mit gleichen Eigenschaften bestimmt werden.
Dabei beruht das Prinzip auf der Emission der Fluoreszenz-geféarbten Zellen. Die
dabei verwendeten Antikérper sind an verschiedene Fluorchrome gekoppelt. Jedes
Fluorochrom hat ein anderes Emissionsspekirum, sodass sich die einzelnen zu

untersuchenden Antigene innerhalb einer Analyse unterscheiden lassen.

2.2.9.1.1 Extrazelluldre und intrazellulare Farbungen

Zur Charakterisierung von MSPZ wurde die Expression folgender extrazellularen
Oberflachenepitope mittels Durchflusszytometrie an einem FACSCalibur gemessen
und mittels FCS Express V3 (De Novo Software, LA, CA, USA) ausgewertet: anti
CD34- und CD45-AK FITC, anti CD73-AK PE, anti CD90-AK APC, anti CD105-AK
PerCP-Cy5.5, anti CD339-AK PE. Fir den Nachweis von Jagged1 Expression auf
MSPZ wurde folgendes Panel angesetzt: anti CD90-AK APC, anti CD105-AK PerCP-
Cy5.5, anti CD45-AK PE und anti Jagged1-AK FITC. Zur weiteren Analyse von
CD34" HSPZ wurden folgende Antikérper verwendet: anti CD44-AK FITC, anti
CD184-AK PE, anti CD49d-AK APC, anti CD45-AK PerCP-Cy5.5. Fir die
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Antikérperfarbungen an CD34" HSPZ wurde zusétzlich die MNC Fraktion mit anti
CD8-AK FITC, anti CD4-AK PE, anti CD19-AK APC und anti CD3-AK PerCP-Cy5.5
fir die Kompensation gefarbt.

Tabelle 19: Protokoll zur Durchfiihrung von intra- und extrazellularen Farbungen an
MSPZ und CD34" HSPZ aus dem Knochenmark

Zelltypen Durchfiihrung

MSPZ (in Passage 3) | extrazellular
Passagierung wie 2.2.1.5 beschrieben

2x10° Zellen pro Farbung

2x mit PBS waschen

Antikdrperzugabe (nach Hersteller), Inkubation fir 30 min/ 4°C
Zellen fixieren mit 0,1% Formaldehyd

Auswertung am FACS Gerat

CD34* HSPZ extrazellular
2x10° Zellen pro Farbung

2x mit PBS waschen

Antikdrperzugabe (nach Hersteller), Inkubation fir 30 min/ 4°C
Zellen fixieren mit 0,1% Formaldehyd

Auswertung am FACS Gerat

intrazellular

(optional: vorherige extrazellulare Farbung, anschlieBend Zellen in
2% Formaldehyd far 10 min/ RT/ Dunkel inkubieren)

nach Zentrifugation (300g/ 10 min/ RT), Zellen in 0,1% Triton X100
aufnehmen und 30 min/ RT/ Dunkel inkubieren

2x Waschschritt mit 0,01% Triton in PBS

intrazellulare Farbung (Antikbrperzugabe nach Hersteller) fir 30
min/ 4°C

Zellen fixieren mit 0,1% Formaldehyd
Auswertung am FACS Gerat
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2.2.9.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Nachweisverfahren von
Proteinen in z.B. Serumproben, Plasma oder auch Zellkulturiibersténden.

In dieser Arbeit wurden ELISA, basierend auf der quantitativen Sandwich Enzym
Immunoassay Technik verwendet. Dabei wird die Probe mit dem zu untersuchenden
Antigen auf eine Mikrotiterplatte, welche mit einem priméren, monoklonalem
Antikérper spezifisch flr das zu untersuchende Antigen beschichtet ist, gegeben. Bei
Vorhandensein des Antigens in der Probe kommt es zu einer Bindung an den
Antikérper. Nach dem Herauswaschen ungebundener Substanzen wird ein Enzym-
gekoppelter sekundarer Antikdrper (Sandwich: Antikérper-Antigen-Antikdrper
Verbindung) gegeben. Durch Zugabe einer Substratlésung ist das Enzym aktiv und

es kommt zu einer Farbreaktion.

Die Konzentration von Angiopoietin-1 (Angpt-1) Level und stromal cell-derived
factor-1 alpha (SDF-1a, CXCL12) Level wurden in den Uberstidnden von MSPZ
unter Verwendung des Angpt-1 ELISA und des SDF-1a Quantikine ELISA Kit von
R&D untersucht. Nach 7 tagiger Kultivierung, mit gleicher Ausgangszellzahl, wurden
die Uberstande kultivierter MSPZ von gesunden und MDS-Patienten in Passage 3
abgenommen und bei -80°C gelagert. Die Durchfihrung der ELISA Assays erfolgte
nach Anleitung des Herstellers. Die Auswertung erfolgte mit dem Perkin Elmer
Wallac Victor? 1420 Microplate Reader.
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Tabelle 20: Anleitung fur die Durchfiihrung der ELISA

Schritt Durchfiihrung

Vorbereiten der Uberstiande Uberstande auftauen
Zentrifugation (10 min/ 10.000 rpm)
Verdunnung der Proben 1:10 nach Hersteller

Vorbereitung bendtigter Reagenzien (vom Hersteller)

1. Inkubation Probe oder Standard pro Well fiir 2 Stunden auf eine mit
spezifischem Antikdérper beschichtete Miktrotiterplatte
bei RT inkubieren

Waschschritt 4x Waschen der Well Platte

2. Inkubation Zugabe des Konjugat fir 2 Stunden bei RT

Waschschritt 4x Waschen der Well Platte

Substrat Zugabe des Substrates, Inkubation fir 30 min/ RT/
Dunkel

Auswertung Farbreaktion, Auswertung am Perkin Elmer Wallac

Victor2 1420 Microplate Reader bei 450nm

2.2.10 Serumanalysen-Osteocalcin ELISA

Die Konzentration von Osteocalcin wurde im Serum gesunder Probanden und MDS-
Patienten unter Verwendung des Elecsys® N-MID Osteocalcin Immunoassays nach
Anleitung des Herstellers untersucht und an einem Modular Analytics® E 170
Analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) ausgewertet.

2.2.11 Statistische Auswertungen

Die in dieser Arbeit berechneten Mittelwerte und die entsprechenden
Standardabweichungen sowie die graphischen Darstellungen der Ergebnisse in
Form von Diagrammen, wurden unter Zuhilfenahme der Programme Excel 2003
(Microsoft) und Prism 5.01 (GraphPad Software Inc.) erstellt. Die Berechnungen flr
Signifikanzen anhand des ungepaarten oder zweiseitig gepaarten studentischen t-
Tests und den Wilcoxon matched paired test in den Versuchsansatzen wurden
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ebenfalls mit diesen Programmen ermittelt. Der Signifikanzwert bzw. der
Wahrscheinlichkeitswert (p-Wert) ist im Text als Zahl angegeben und in den
Abbildungen mit Sternen (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von MSPZ

3.1.1 Colony Forming Unit-Fibroblast (CFU-F) Aktivitat

Fur die Generierung von MSPZ wurden zwischen 2x107-5x10” MNC auf eine T75cm?
Zellkulturflasche ausplattiert. Insgesamt wurden 58 altersgepaarte gesunde
Probanden und 68 MDS-Patienten (29 RCUD/RCMD, 15 RAEB, 10 sAML, 11 MDS
del5q, 3 CMML) untersucht. Far eine einheitliche Berechnung der CFU-F wurden die
ermittelten Kolonien der einzelnen Proben auf 1x10” MNC normiert.
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Abbildung 6: CFU-F Aktivitat von MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten
Graphische Darstellung der Colony Forming Unit-Fibroblast Aktivitat (CFU-F) der MSPZ
gesunder Probanden und MDS-Subtypen, normiert auf 1x10” MNC.

MSPZ aller MDS-Subtypen zeigten eine signifikant verringerte CFU-F Aktivitat (alle
MDS: 16,9 Kolonien; 0,3-54) im Vergleich zu MSPZ gesunder Probanden (54,3

55



Ergebnisse

Kolonien; 8-146 Kolonien; p<0,0001). Die gemessene CFU-F Aktivitat der einzelnen
MDS-Subtypen zeigte, dass weder MDS-MSPZ eines frihen MDS (<5% Blasten) wie
RCMD MW: 20,9 Kolonien, p<0.0001, MDS del5g MW: 12 Kolonien, p<0.0001 sowie
eines fortgeschrittenen MDS (>5% Blasten) wie RAEB MW: 15,8 Kolonien, p=0.007,
oder auch aus einer sAML MW: 24,9 Kolonien, p=0.01, CMML MW: 5 Kolonien,
p=0.02) (Abbildung 6) in der Lage waren, eine ahnliche CFU-F Aktivitdt wie die
MSPZ von gesunden Probanden zu entwickeln.

3.1.2  Charakterisierung der MSPZ mittels Durchflusszytometrie

Dominici et al. verdffentlichte Kriterien zur Charakterisierung von MSPZ in vitro, die
neben dem Nachweis der Multipotenz und der Plastik-Adhdrenz, ein spezifisches
Oberflachenprofil beinhalten. Hiernach missen mindestens > 95% der Zellen positiv
far die Oberflachenmarker CD73, CD90 und CD105 sein, wéhrend < 2% der Zellen
positiv fir die hamatopoietischen Marker CD34 und CD45 sein dirfen[67]. Die unter
2.2.1.3 beschriebenen generierten MSPZ von gesunden Probanden und MDS-
Patienten wurden mittels Durchflusszytometrie daraufhin untersucht. In dieser Arbeit
wurden insgesamt MSPZ von 34 gesunden Probanden und von 27 MDS-Patienten
(13 RCUD/RCMD, 3 RAEB, 7 sAML, 4 MDS del5q) auf diese Marker mittels
durchflusszytometrischer Analysen untersucht.
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Abbildung 7: Verteilung der Oberflachenantigene CD34, CD45, CD73, CD90 und CD105
bei MSPZ mittels durchflusszytometrischer Analysen Reprasentative Darstellung der
durchflusszytometrischen Analyse einer MSPZ Linie von einem MDS-Patienten in Passage 3
auf die hamatopoietischen Antigene CD34 und CD45 sowie die nicht-hdmatopoietischen
Antigene CD73, CD90 und CD105 (schwarz) gegen die entsprechende Isotypkontrolle (rot).

Abbildung 7 zeigt exemplarisch die Auswertung der durchflusszytometrischen
Analysen von MSPZ eines MDS-Patienten. Es konnten keine Unterschiede in der
Verteilung der einzelnen Oberflachenantigene in den Auswertungen beobachtet
werden, da keine der untersuchten MSPZ Populationen, weder von gesunden
Probanden, noch von MDS-Patienten, mehr als 1% der Zellen positiv flr die
hamatopoietischen Marker, aber mindestens 95% positiv fir CD73, CD90 und
CD105 waren.

3.1.3 Phanotyp der MSPZ Kulturen

Uber die Zeit in Kultur wachsen die MSPZ Kulturen physiologischerweise als
adharenter, parallel aneinander geordneter ,Zellrasen” (engl. feeder layer).
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A B

Gesund-MSPZ MDS-MSPZ

Abbildung 8: Phanotyp kultivierter MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten
Exemplarische Darstellung einer lichtmikroskopischen Aufnahme von A MSPZ gesunder
Probanden und B MSPZ von MDS-Patienten in Passage 3 im Vergleich (Zeiss CP-Achromat
5x PhO, der GréBenmaBstab entspricht 100um).

Der charakteristische Phéanotyp mit spindelférmiger Morphologie von MSPZ
gesunder Probanden (Abbildung 8A) konnte Uber mehrere Passagen in Kultur
beobachtet werden, wahrend der Phanotyp von MSPZ aller MDS-Subtypen mit einer
erhéhten Granularitat und einer sehr breiten und abgeflachten Zellstruktur (Abbildung
8B) stark alteriert erschien. Die typisch parallele Anordnung der Zellen wich einem
zerrissenem, sternenférmig ausgebildetem Muster.

3.1.4 Wachstumskinetik

Im nachsten Schritt wurde die Wachstumskinetik von MSPZ gesunder Probanden im
Vergleich zu MSPZ von MDS-Patienten Uber mehrere Passagen hinweg untersucht.
Dies erfolgte anhand der Berechnung der kumulativen Populationsverdopplungen
(engl. Cumulative Population Doublings, CPD) und der maximal erreichbaren Anzahl
an Passagen.

Die MSPZ Kulturen von gesunden Probanden und MDS-Patienten wurden Uber
mehrere Wochen kultiviert und die Zellen wurden, je nach Wachstum mindestens
einmal pro Woche geerntet und neu ausplattiert. Fir eine einheitliche Berechnung
der CPD wurden in jeder Passage 0,5x10° Zellen erneut ausplattiert.
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Abbildung 9: Wachstumskinetik von MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten
Graphische Darstellung der Wachstumskinetik von MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten im Vergleich. A die maximal erreichten Passagen von MSPZ gesunder Probanden
und MDS-Patienten Uber die Zeit in Kultur und B die dabei maximal erreichten CPDs.

MSPZ gesunder Probanden konnten insgesamt (ber einen langeren Zeitraum
kultiviert werden und erreichten zudem mehr CPD im Vergleich zu allen MDS-
Subtypen. Verteilt Ober die verschiedenen MDS-Subtypen, unabhéngig der
Einstufung Uber ihre Blastenzahl, in ein frihes und fortgeschrittenes MDS, zeigten
die daraus generierten MSPZ ein deutlich geringeres Expansionspotential.
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MSPZ von 38 gesunden Probanden konnten durchschnittlich Gber Passage 12
kultiviert werden, wahrend MSPZ aus 54 MDS-Patienten nur max. 5 Passagen
(Abbildung 9A) erreichten. Nach 94 Tagen in Kultur erreichten MSPZ gesunder
Probanden durchschnittlich max. 28,6 CPD, wahrend MSPZ aus MDS-Patienten eine
deutlich geringere Zeit in Kultur gehalten werden konnten (49 Tage) und dabei nur
max. 20,0 CPD erreichten (Abbildung 9B).

Uber die Dauer der Kultivierung der MSPZ Linien von gesunden Probanden und
MDS-Patienten konnten Wachstumskurven angefertigt werden. Dabei wurden die
Cumulativen Population Doublings (CPD) gegen die Zeit (in Tagen) aufgetragen.
Exemplarisch sind in Abbildung 10 MSPZ eines gesunden Probanden sowie MSPZ
verschiedener MDS-Subtypen dargstellt.
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Abbildung 10: Expansionspotential (Wachstumskurve) von MSPZ gesunder Probanden
und MDS-Patienten Exemplarische Darstellung des Expansionspotentials von MSPZ eines
gesunden Probanden im Vergleich zu verschiedenen MDS-Subtypen. Aufgetragen sind die
Tage in Kultur und die dabei erreichten Cumulativen Population Doublings (CPD).

3.1.5 Replikative Seneszenz in MSPZ Populationen

Die Replikative Seneszenz beschreibt den Prozess des Wachstumsarrests, in dem
keine Zellteilung erfolgt. Eine Mdglichkeit der Messung stellt der Nachweis der B-
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Galaktosidase dar, welche seneszent gewordene Zellen vermehrt exprimieren. Der
Nachweis beruht in dem verwendeten Assay auf der Hydrolyse von x-Gal zu einem
blauen Indigokomplex durch das Enzym B-Galaktosidase, bei einem pH-Wert von 6.
Seneszente Zellen, die dieses Enzym exprimieren erscheinen hierbei unter dem
Lichtmikroskop blau.

Insgesamt wurden MSPZ von 12 gesunden Probanden und MSPZ aus 12 MDS-
Patienten untersucht.

A

Anzahl seneszenter Zellen [%]

Abbildung 11: Seneszenz in MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten
Exemplarische Darstellung der lichtmikroskopischen Aufnahme (Zeiss CP-Achromat 5x
Ph0, der GréBenmaBstab entspricht 100um) von A MSPZ eines gesunden Probanden und
eines MDS-Patienten sowie der Positivkontrolle und B graphische Darstellung des
prozentual berechneten Anteils seneszenter Zellen von MSPZ gesunder Probanden im
Vergleich zu MSPZ von MDS-Patienten in Passage 3.
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Die lichtmikroskopische Auswertung der Populationen zeigte eine gréBere Zahl an
blaugefarbten, seneszenten Zellen in MDS-MSPZ Populationen im Vergleich zu den
MSPZ gesunder Probanden (Abbildung 11A). Berechnungen des prozentualen
Anteils seneszenter Zellen (Abbildung 11B) von 100 ausgezahlten Zellen innerhalb
einer Zellpopulation, bestétigten die lichtmikroskopischen Beobachtungen. MSPZ
von MDS-Patienten (46%) zeigten einen signifikant erhdéhten prozentualen Anteil
seneszenter Zellen im Vergleich zu MSPZ gesunder Probanden (26,9%) in der
gleichen Passage (p= 0,039).

Die replikative Seneszenz kann mit einer Erhdhung von Seneszenz assoziierten
Genen wie p16, p21 und p53 einhergehen. Hierfir wurde vorhandenes RNA Material
von MSPZ 7 gesunder Probanden und von 7 MDS-Patienten verwendet, die bereits
im Seneszenz Versuch untersucht wurden (siehe 3.1.5), um die Expression der
Seneszenz assoziierten Gene auf mMRNA Ebene mittels quantitativer Realtime PCR
(gRT-PCR) zu untersuchen.
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Abbildung 12: Expression der Gene p16, p21 und p53 in MSPZ gesunder Probanden
und MDS-Patienten Graphische Auftragung der relativen Genexpression der Gene p16, p21
und p53, quantifiziert mittels gqRT-PCR Analyse, in MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten in Passage 3. GAPDH wurde als Haushaltsgen verwendet.

In Korrelation zu der bereits durch die lichtmikroskopische Auswertung beobachtete,
erh6hte Seneszenz in MSPZ von MDS-Patienten, zeigte sich eine leicht erhdhte
Expression von p16 und p21, wahrend die Expression von p53 in MSPZ von MDS-
Patienten geringfligig vermindert war (Abbildung 12).
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3.1.6 DNA Methylierungsmuster in MSPZ

Um zu untersuchen, ob die morphologischen Veranderungen und die erhdhte
Seneszenz mit einer Veranderung in der DNA Methylierung korreliert sind, wurden in
dieser Arbeit in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Lyko (DKFZ,
Heidelberg) das Methylierungsmuster von 450,000 CpG Dinukleotiden von 4
gesunden, 4 RCMD und 4 RAEB MSPZ unter Verwendung des Infinum 450K Arrays
untersucht. Hierfir wurden die Proben zunachst vorbereitet, in dem aus diesen
Zellen die DNA isoliert wurde. Die Auswertung der daran erfolgten Analysen (durch
Herrn Prof. Lyko) zeigte eine klare Trennung zwischen gesunden Probanden und
MDS-Patienten anhand des Methylierungsmusters und zudem konnten 252
differentiell methylierte CpGs identifiziert werden. AnschlieBende Analysen
offenbarten 65 differentiell methylierte Gene, wobei die drei Gene HOXB1, TBX15
und PITX2 auffallig stark hypermethyliert waren. Unter Verwendung der 454 Bisulfite
Sequenzierung wurden die Ergebnisse validiert. Weitere 4 gesunde MSPZ und 6
MDS-Patienten (4 RCMD, 2 RAEB) wurden auf das Methylierungsmuster von
HOXB1, TBX15 und PITX2 mittels 454 Bisulfite Sequenzierung untersucht. Auch
hierbei zeigte sich erneut eine Hypermethylierung der drei untersuchten Gene
(Abbildung Il, siehe Anhang). Methylierungen kdnnen auf RNA Ebene mit einer
veranderten Genexpression einhergehen, sodass diese Gene der gleichen Proben
auf mRNA Ebene mittels gRT-PCR untersucht wurden. Hierbei zeigte sich eine
signifikant verminderte Expression von HOXB1 (p=0,048) und TBX15 (p=0,0038)
(Abbildung 13A und B), wahrend PITX2 signifikant (p=0,0097) Uberexprimiert war
(Abbildung 13C).
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Abbildung 13: Expression der Gene HOXB1, TBX15 und PITX2 in MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten Graphische Darstellung der Genexpressionsverteilung von
A HOXB1, B TBX15 und C PITX2, quantifiziert mittels gRT-PCR Analyse, in MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten. GAPDH diente hierbei als Haushaltsgen.

3.2 Differenzierungspotential von MSPZ Populationen
3.2.1 Chondrogenes Differenzierungspotential

MSPZ sind weiterhin charakterisiert durch ihr in vitro Differenzierungspotential in
Adipozyten, Chondroblasten und Osteoblasten. Um das chondrogene
Differenzierungsverhalten zu tberprifen, wurden MSPZ von 4 gesunden Probanden
und von 6 MDS-Patienten Uber einen Zeitraum von 21 Tagen in die chondrogene
Richtung induziert, die Zellpellets an einem Kryostat in 6um groBe Schnitte
vorbereitet, um anschlieBend die dabei gebildete Proteoglykanschicht mit Safranin O
zu farben. In Abbildung 14 ist exemplarisch die chondrogene Differenzierung von
MSPZ gesunder Probanden und verschiedener MDS-Patienten im Vergleich
dargestellt. Zusatzlich wurde die nicht induzierte Kontrolle dargstellt.
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Negativ Gesund RCMD RAEB sAML MDS del5q

Abbildung 14: Nachweis der chondrogenen Differenzierung von MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten mittels Safranin O Mikroskopische Aufnahme (Zeiss EC
Plan-Neofluar 2.5x/0.075, der GrdéBenmalBstab entspricht 100um) der chondrogen
induzierten MSPZ, exemplarisch dargestellt von einem gesunden Probanden und MDS-
Patienten in Passage 3. Die Schnitte wurden mit Safranin O gefarbt und die gebildete
Proteoglykanschicht als Nachweis der Chondrogenese erscheint orange.

Safranin O

Das chondrogene Differenzierungspotential der MSPZ von MDS-Patienten war
verglichen mit den MSPZ gesunder Probanden vermindert, zeigte jedoch Subtypen-
spezifische Unterschiede. Wahrend die MSPZ Linien gesunder Probanden eine stark
ausgepragte Proteoglykanschicht ausgebildet hatten und damit nachweislich in
Richtung Chondrogenese induziert werden konnten, war die chondrogene
Differenzierungsfahigkeit der MSPZ Linien bei MDS-Patienten mit weniger als 5%
Blasten, also RCMD und MDS del5g Patienten, kaum nachweisbar. Bei den
fortgeschrittenen MDS mit einem erhdéhten Blastenanteil lieB sich eine chondrogene
Differenzierung, wenn auch im Vergleich zu den gesunden Kontrollen ebenfalls

vermindert, beobachten.

3.2.2 Adipogenes Differenzierungspotential

In dieser Arbeit wurden MSPZ von 15 gesunden Probanden und von 15 MDS-
Patienten (4 RCMD, 4 RAEB, 5 sAML, 2 MDS del5q) auf ihr adipogenes
Differenzierungspotential hin untersucht. Die Zellen wurden bis zur Induktion im
Kultivierungsmedium kultiviert und in Passage 3 fur 21 Tage differenziert. Die
wahrend der Differenzierung gebildeten Fettvakuolen wurden an Tag 21 mit Oil Red

O angeféarbt und mikroskopisch dokumentiert.
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Abbildung 15: Nachweis der adipogenen Differenzierung von MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten mittels Oil Red O Mikroskopische Aufnahme (Zeiss CP-
Achromat 10x Ph1, der GréBenmaBstab entspricht 100um) adipogen differenzierter MSPZ,
exemplarisch dargestellt von einem gesunden Probanden und MDS-Patienten in Passage 3
nach 21 Tage Induktion. Die Fettvakuolen wurden mit Oil Red O angeférbt und erscheinen
unter dem Lichtmikroskop rot.

Gesunde MSPZ zeigen in vitro ein starkes adipogenes Differenzierungspotential. Die
Fahigkeit zur adipogenen Differenzierung von MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Subtypen sind in Abbildung 15 exemplarisch dargestellt. Dabei konnte insgesamt
kein signifikanter Unterschied in der Fahigkeit zur adipogenen Differenzierung
zwischen MSPZ von gesunden Probanden und MDS-Patienten beobachtet werden.
Lediglich MSPZ der Gruppe MDS del5q zeigten ein vermindertes adipogenes
Differenzierungspotential, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.
Zur Quantifizierung des adipogenen Differenzierungspotentials wurde ein
Punktesystem erstellt und die Farbungsintensitadten durch eine Punktewertung
vergeben (3 sehr stark differenziert, 2 mittelstark differenziert, 1 schwach
differenziert, 0,5 sehr schwach differenziert, 0 nicht differenziert). Die einzelnen
Gruppen wurden zu einem Mittelwert zusammengetragen und als Balkendiagramm
in Abbildung 16 dargestellt.
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Adipogene Differenzierung

Intensitat gefarbter Zellen

Abbildung 16: Quantitative Auswertung der adipogenen Differenzierung Graphische
Auftragung der mikroskopisch bestimmten Intensitat gefarbter Fettvakuolen nach 21 Tagen
adipogener Differenzierung von MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten.

Die quantitative Auswertung (Abbildung 16) der Intensitat mit Oil Red O geféarbten
Fettvakuolen zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede des adipogenen
Differenzierungspotentials zwischen MSPZ von gesunden Probanden und MDS-

Patienten.

3.2.3 Osteogenes Differenzierungspotential

FOr die osteogene Differenzierung wurden insgesamt MSPZ von 15 gesunden
Probanden und MSPZ von 15 MDS-Patienten (4 RCMD, 4 RAEB, 5 sAML, 2 MDS
del5q) untersucht. Die Zellen wurden fir 14 Tage induziert und die Kalzifizierung
bzw. die osteogene Differenzierungsfahigkeit durch Alizarin Red und van Kossa
Farbung sowie die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (ALP) nachgewiesen.
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Abbildung 17: Nachweis der osteogenen Differenzierung von MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten mittels Alizarin Red, van Kossa und Nachweis der ALP
Mikroskopische Aufnahme (Zeiss CP-Achromat 5x Ph0, der GréBenmaBstab entspricht
100um) des Nachweis kalzifizierter Zellen nach 14 Tagen osteogenen Differenzierung durch
Alizarin Red und van Kossa sowie Nachweis der ALP Aktivitat, exemplarisch dargestellt von
MSPZ aus gesunden Probanden und MDS-Patienten in Passage 3.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der einzelnen Farbungen sind in Abbildung 17
dargestellt und zeigen einen makroskopisch sichtbaren Unterschied der Intensitat
geféarbter Areale zwischen MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten. Zur
genaueren Analyse der makroskopischen Beobachtungen wurde hierflr auch eine
Quantifizierung mittels des fir die Auswertung der adipogenen Differenzierung
verwendeten Punktewertesystems durchgefihrt. Abbildung 18 zeigt die graphische
Darstellung der Ergebnisse. Hierbei zeigte sich, dass die osteogene
Differenzierungskapazitat Uber alle MDS-Subtypen hinweg signifikant vermindert

war.
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung der osteogenen Differenzierung Graphische
Auftragung des osteogenen Differenzierungspotentials von MSPZ gesunder Probanden und
MDS-Patienten durch die Intensitat gefarbter Zellen unter Verwendung des unter 3.2.2
beschriebenen Punktewertsystems als Sdulendiagramm.

3.2.3.1 Expression osteogener Marker in nativen und osteogen
differenzierten MSPZ von MDS-Patienten

Aufgrund der beobachteten verminderten osteogenen Differenzierungsfahigkeit der
MSPZ von MDS-Patienten wurde im nachsten Schritt Osterix als Marker fir die
zeitlich betrachtet frihe Osteogenese (fir die Differenzierung in einen frihen
Osteoblasten) und Osteocalcin als Marker fir die Osteoblasten-Funktion oder
spatere Osteogenese mittels qRT-PCR und auf Proteinebene untersucht.

Dies erfolgte einerseits an nativen, also nicht osteogen induzierten MSPZ (MSPZ von
12 gesunden Probanden und 25 MDS-Patienten: 9 RCMD, 7 RAEB, 5 sAML, 4 MDS
del5q), andererseits auch an MSPZ wahrend der osteogenen Differenzierung tber
einen Zeitraum von 14 Tagen an unterschiedlichen Differenzierungszeitpunkten in
verschiedenen MDS-Subtypen (MSPZ von 6 gesunden Probanden, 9 MDS-
Patienten) . Die Abbildung 19 zeigt die unterschiedliche Verteilung der osteogenen
Marker auf mRNA Ebene in den nativen MSPZ gesunder Probanden und MDS-
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Patienten sowie die Osteocalcinkonzentration im Serum einer unabhangigen Gruppe

von gesunden Probanden und MDS-Patienten.
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Osteocalcin Serum

Osteocalcin [ng/mi]

Abbildung 19: Expression der osteogenen Marker Osterix, Osteocalcin in nativen MSPZ
gesunder Probanden und MDS-Patienten Graphische Darstellung der relativen
Genexpression A des frihen osteogenen Markers Osterix und B den fir die Osteogenese
spateren Marker Osteocalcin in Relation zu dem Haushaltsgen GAPDH, quantifiziert durch
gRT-PCR, in nativen MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten in Passage 3. C
Messung der Osteocalcinkonzentration im Serum von gesunden Probanden und MDS-
Patienten mittels einem Osteocalcin ELISA.

Osterix war korrelierend zu dem unter Abbildung 17 und 18 verminderten
osteogenen Differenzierungspotentials in nativen MSPZ aus MDS-Patienten Uber die
Subtypen hinweg stark vermindert (Abbildung 19A).

Die Expression von Osteocalcin war in nativen MSPZ bei MDS-Patienten mit einem
zunehmenden Blastenanteil, im Trend bereits erniedrigt. Interessanterweise zeigten
MSPZ aus MDS del5q Patienten eine stark erhéhte Expression von Osteocalcin
gegeniber den MSPZ von gesunden Probanden (Abbildung 19B). Die Messung der
Osteocalcinkonzentration im Serum (Abbildung 19C) zeigte im Vergleich zu den 8
untersuchten gesunden Probanden eine signifikante Erniedrigung im Serum der
MDS-Patienten mit >5% KM Blasten und von Patienten mit einer sSAML (alle MDS:
20, MDS <5% KM Blasten: 11, MDS >5% KM Blasten: 9, sAML:5) , korrelierend zu
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dem im Trend beobachteten, verminderten Expression von Osteocalcin auf mRNA
Ebene (Abbildung 19B).

Korrelierend zu den Ergebnissen durch Farbungsnachweise nach der 14-tagigen
osteogenen Induktion zeigten die MSPZ von MDS-Patienten ein deutlich geringeres
Level von Osterix Uber alle Zeitpunkte wahrend der Differenzierung gegeniber den
MSPZ von gesunden Probanden (Abbildung 20A). Ebenso die Expression von
Osteocalcin war an einzelnen Zeitpunkten wéhrend der Differenzierung signifikant
verringert in MSPZ von MDS-Patienten (Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Expression der osteogenen Marker Osterix und Osteocalcin wahrend der
osteogenen Differenzierung Graphische Auftragung der Expressionslevel von A Osterix
und B Osteocalcin, durch qRT-PCR quantifiziert, wéhrend der osteogenen Differenzierung
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von MSPZ aus gesunden Probanden und MDS-Patienten in Passage 3 Uber einen Zeitraum
von 14 Tagen. Die Expression der Marker wurde mittels gRT-PCR nach Tag 0, 1, 3, 7, 10
und 14 untersucht. GAPDH diente als Referenzkontrolle.

3.3 Expression von Dicerl und des Shwachman Bodian
Diamond Syndrome (SBDS) Gens in MSPZ

Die Gruppen um Santamaria et al. und Raaijmarkers et al. beschrieben in ihren in
vitro und in vivo Experimenten sowohl im Mausmodell als auch bei MDS-Patienten
den Einfluss der erniedrigten Dicer1 Expression in osteogenen MSPZ Vorlauferzellen
und die damit einhergehende Erniedrigung des SBDS Gens mit dem Resultat einer
Verminderung der Zahl und Gr6Be der Osteoblasten sowie eine verringerte
Mineralisierungsféahigkeit. Die unter 3.2.3 beschriebenen Ergebnisse zeigten eine
verminderte osteogene Differenzierungsfahigkeit der MDS-MSPZ und die damit
einhergehende verringerte Expression osteogener Marker wahrend der Induktion.
Daher wurde die Expression von Dicer1 und des SBDS Gens in nativen MSPZ aus
gesunden Probanden und von MDS-Patienten untersucht. Insgesamt wurden MSPZ
von 15 gesunden Probanden und von 18 MDS-Patienten (10 RCMD, 4 RAEB, 3
sAML, 1 MDS del5q) auf die Expression von Dicer1 und des SBDS Gens durch gqRT-
PCR untersucht. Die Ergebnisse sind graphisch in der Abbildung 21 als

Saulendiagramme zusammengefasst.
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Abbildung 21: Expression von Dicer1 und des SBDS Gens in nativen MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten Relative Genexpression von A Dicer1 und B des SBDS
Gens, durch qRT-PCR quantifiziert, bezogen auf das Haushaltsgen GAPDH in MSPZ von
gesunden Probanden und MDS-Patienten in Passage 3 im Vergleich.

Die Expression von Dicer1 (Abbildung 21A) war Uber die einzelnen MDS-Subtypen
hinweg verringert. Fir MSPZ der Subtypen RCMD und sAML war dies sogar
statistisch signifikant. Parallel zu den Ergebnissen bezlglich der Dicer1 Expression,
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zeigte sich in den gleichen MDS-Subtypen ebenso eine signifikante Expression des
SBDS Gens (Abbildung 21B).

3.4 Interaktionsméglichkeiten zwischen MSPZ und CD34" HSPZ
3.4.1  Zytokin-Expression von MSPZ

MSPZ und CD34" HSPZ stehen in direkter Interaktion durch Ligand-Rezeptor
Bindungen. Diese Interaktionen sind fiir die Regulation der CD34" HSPZ hinsichtlich
Selbsterneuerung, Differenzierung, Proliferation und Migration von entscheidender
Bedeutung. Die MSPZ bieten fir diese Interaktion verschiedene Liganden an, welche
mittels gRT-PCR in MSPZ von gesunden Probanden im Vergleich zu MSPZ aus
MDS-Patienten untersucht wurden.
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Abbildung 22: Expression von Signalmolekiilen/ Zytokinen in MSPZ gesunder
Probanden und MDS-Patienten A Graphische Auftragung des Expressionslevel von Angpt-
1 auf mMRNA Ebene, durch gRT-PCR quantifiziert (21 Gesund MSPZ, 26 MDS-MSPZ) sowie
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die Validierung der PCR Ergebnisse auf Proteinebene mittels einem Angpt-1 ELISA von
MSPZ Uberstadnden gesunder Probanden und MDS-Patienten. B Relative Genexpression
von Jaggedi auf mRNA Ebene (23 Gesund MSPZ, 22 MDS-MSPZ) und die Messung von
Jaggedi1 als Oberflachenantigen mittels durchflusszytometrischer Analysen von MSPZ
gesunder Probanden und MDS-Patienten (29 Gesund MSPZ, 23 MDS-MSPZ). C Relative
Genexpression von Kitlg (21 Gesund MSPZ, 27 MDS-MSPZ), ICAM und Osteopontin in
MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten. GAPDH diente bei den gRT-PCR Analysen
als Referenzgen. Fir die qRT-PCR, ELISA und FACS Analysen wurden MSPZ in Passage 3
untersucht.

In den Untersuchungen auf mRNA Ebene wurde ein tber die MDS-Subtypen hinweg
signifikant erniedrigtes Expressionsniveau von Angpt-1 beobachtet (Abbildung 22A).
Ebenso war Kitlg, auch bekannt als Stem Cell Factor (SCF), im Vergleich zu MSPZ
aus gesunden Probanden bei MSPZ von MDS-Patienten signifikant erniedrigt
(Abbildung 22C).

Weiterhin war die Expression von Osteopontin tber die MDS-Subtypen hinweg, zum
Teil signifikant erhéht (Abbildung 22C). Ebenso war die Expression von Jagged1
Uber die MDS-Subtypen hinweg signifikant erhéht (Abbildung 22B). Bei der
Untersuchung von ICAM konnten keine Unterschiede zwischen MSPZ von gesunden
Probanden und MSPZ von MDS-Patienten beobachtet werden (Abbildung 22C)

Zur Bestatigung der PCR-Daten wurde als nachstes Angpt-1 in den Uberstanden von
MSPZ auf Proteinebene mittels ELISA untersucht. Insgesamt wurden MSPZ von 9
gesunden Probanden und von 18 MDS-Patienten (7 RCMD, 6 RAEB, 2 sAML, 3
MDS del5q) untersucht. Hierbei fand sich eine signifikant erniedrigte Angpt-1
Konzentration in den MSPZ Uberstdnden der MDS-Patienten wie in Abbildung 22A
dargestellt. Bei der Interpretation der Konzentration und der dazugehdrigen
Standardabweichung bei den sAML Proben ist die geringe Probenanzahl von 2 zu
berucksichtigen.
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3.4.2 Chemokin-Expression von MSPZ

MSPZ exprimieren eine Reihe verschiedener Chemokine, die unter anderem eine
wichtige Rolle in der Wechselwirkung zu hamatopoietischen Stammzellen fir

Migration und Adhasion spielen.

Zunachst wurde mittels eines Proteome Profilers (R & D Systems) ein Screening auf
verschiedene Chemokine durchgeflihrt (Abbildung |, siehe Anhang). Darauffolgend
wurde auf mRNA Ebene die Expression von weiteren Chemokinen in MSPZ von

gesunden Probanden im Vergleich zu MDS-Patienten untersucht.

Folgende Chemokine wurden auf mRNA Ebene in MSPZ von 26 gesunden
Probanden und von 36 MDS-Patienten untersucht: CCL2, CCL7, CCL23, CCL26,
CX3CL1, CXCL1, CXCL7, CXCL8, CXCL10, CXCL14, Midkine und CXCL12.
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B
CXCL12 CXCL12 ELISA
5_
N
0.06 E T 4
E £ g
o 0.04 3 £
< S o
o o2
S g 2
(7]
<:3 0.02- 8 ®
o 5% 14
0.00 0
09
c &K

Abbildung 23: Expression von Chemokinen in MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten A Graphische Auftragung des Expressionslevel auf mRNA Ebene, durch gRT-
PCR quantifiziert von CCL2, CCL7, CCL23, CCL26, CX3CL1, CXCL1, CXCL7, CXCLS,
CXCL10, CXCL14 und Midkine bezogen auf das Haushaltsgen GAPDH, bestimmt in MSPZ
gesunder Probanden und MDS-Patienten in Passage 3 B Graphische Auftragung des
Expressionslevel von CXCL12 auf mRNA Ebene, durch qRT-PCR quantifiziert sowie die
Validierung der PCR Ergebnisse auf Proteinebene mittels einem CXCL12 ELISA von MSPZ
Uberstanden von 19 gesunden Probanden und von 5 MDS del 5q Patienten und von 10
sAML Patienten in Passage 3.

In den gRT-PCR Untersuchungen zeigte sich eine starke Verschiebung des
Chemokin Expressionsprofil in der Gesamtheit der MDS-MSPZ sowie bei der
Betrachtung der einzelnen Subtypen im Vergleich zu MSPZ gesunder Probanden.
Die Expression von 5 Chemokinen in MDS-MSPZ war zum Teil hoch signifikant
vermindert (CCL2, CX3CL1, CXCL1, CXCL14, Midkine), wahrend die Expression
von CCL26 und CXCL7 in MDS-MSPZ signifikant erhéht war (Abbildung 23). Flr
CXCL8 und CXCL10 zeigten sich in diesen Analysen keine signifikanten
Unterschiede zwischen MSPZ aus gesunden Probanden und MDS-Patienten. Die
signifikant erniedrigte Expression von CXCL12 in den MSPZ von Patienten mit einem
MDS mit isoliertem del5q in der gRT-PCR, spiegelte sich im Trend auch in der im
ELISA gemessenen erniedrigten CXCL12 Konzentration in MSPZ Uberstanden
wieder (Abbildung 23B).
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3.4.3 Zytokin-Expression korrespondierender Rezeptormolekiile
von CD34" HSPZ

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, exprimieren MSPZ eine Reihe
verschiedener Liganden fir die wechselseitige Beziehung zu den HSPZ.
Korrelierend dazu exprimieren die CD34" HSPZ die entsprechenden
Rezeptormolekile. Einige, ausgewéhlte Rezeptormolekuile wurden im Folgenden auf
mRNA Ebene mittels gRT-PCR untersucht.

Insgesamt wurden CD34" HSPZ von 22 gesunden Probanden und CD34" HSPZ von
23 MDS-Patienten auf die Expression der Rezeptormolekile c-Kit, Tie-2, Notch1 und
LFA-1 auf mRNA in der gRT-PCR untersucht.

A
c-Kit c-Kit FACS
0.08- e 60~
T 0.06- -
X 40-
< S
G 0.044 5
< >
' L. 204
© 0.024 —= £
0.00 o
o“b
) <
o @
B C
Tie-2 Notch1
0.006 0.004-
*
T 5 0.003-
o 0.004 o
S 3
© 2 0.002
(}I L
© 0.002- %
= = 0.001-
0.000- 0.000

81



Ergebnisse

LFA-1
0.15

0.07

e
—h
e

LFA-1/GAPDH
o
3

Abbildung 24: Expression von korrespondierenden Rezeptorsignalmolekiilen/ -
zytokinen in CD34" HSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten A Graphische
Auftragung des Expressionslevel von c-Kit auf mRNA Ebene, durch qRT-PCR quantifiziert
sowie die Validierung der PCR Ergebnisse mittels Durchflusszytometrie sowie das
Expressionslevel von B Tie-2, C Notch1 und D LFA-1 auf mRNA Ebene, durch qRT-PCR
quantifiziert in CD34" HSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten. GAPDH diente als
Referenzgen.

Vergleichend zu den in Abbildung 22 dargestellten PCR Ergebnissen auf MSPZ
konnte hier beobachtet werden, dass parallel zu der erniedrigten Expression von
Angpt-1 in MDS-MSPZ die Expression des Rezeptor Tie-2 auf den CD34" HSPZ der
MDS-Patienten teilweise stark erhéht war (Abbildung 24B). Vergleichbare
Ergebnisse konnten bei dem Rezeptorpartner fur Kitlg, c-Kit (Abbildung 24A)
beobachtet werden. Bei beiden fand sich eine erhéhte Expression in CD34" HSPZ
bei MDS-Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden. Die erhdhte c-Kit
Expression in RCMD Patienten konnte durch FACS Analysen bestatigt werden
(Abbildung 24A). Bei der Untersuchung von Notch1, dem Rezeptor fur Jaggedi,
zeigte sich ein gleiches Expressionsmuster wie bei der Ligandexpression auf der
MSPZ Seite (Abbildung 24C). Die Expressionsverteilung von ICAM1 und dem
Rezeptor LFA-1 zeigte weder in MDS-MSPZ, noch in MDS CD34" HSPZ relevante
Unterschiede zu den gesunden Probanden (Abbildung 24D).
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3.4.4 Chemokin-Expression des korrespondierenden
Rezeptormolekiils CXCR4 in CD34" HSPZ

Die Interaktion von CXCL12 und CXCR4 ist in der Literatur weitestgehend
beschrieben als eine bedeutende Achse in der Knochenmarknische fir Adhasion,
Migration und Selbsterneuerung von CD34" HSPZ. Dabei exprimieren die CD34"
HSPZ den Rezeptor CXCR4. Insgesamt wurden CD34" HSPZ von 22 gesunden
Probanden und von 34 MDS-Patienten (11 RCMD, 12 RAEB, 6 sAML, 5 MDS del5q)
mit Hilfe von qRT-PCR und/oder durchflusszytometrischen Analysen auf die
Expression von CXCR4 untersucht.
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Abbildung 25: Expression des korrespondierenden Rezeptor-Chemokin CXCR4 in
CD34" HSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten A Darstellung der relativen
Genexpression von CXCR4 (CD184) von CD34" HSPZ gesunder Probanden und MDS-
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Patienten bezogen auf das Haushaltsgen GAPDH. B Beispielhafte Darstellung der im FACS
ermittelten MFI von CD34" HSPZ von einem gesunden Probanden und einem MDS-
Patienten und C die graphische Auftragung der im FACS ermittelten MFI aller untersuchten
CD34" HSPZ von gesunden und MDS-Patienten.

Bei den Untersuchungen der Expression von CXCR4 in der gRT-PCR konnte ein
signifikant erniedrigtes CXCR4 Level in allen MDS-Subtypen beobachtet werden
(Abbildung 25A). Um die PCR Ergebnisse zu bestatigen, wurde die Verteilung von
CXCR4 in CD34" HSPZ in FACS Analysen untersucht. In Abbildung 25B ist die
Verteilung von CXCR4 beispielhaft von einem gesunden Probanden und einem
MDS-Patienten dargestellt. Die dabei ermittelte MFI (Mean Fluorescence Intensity),
war bei den MDS-Patienten signifikant verringert (p=0,03, Abbildung 25C).

3.5 Migrationsfahigkeit von CD34* HSPZ

Infolge des erniedrigten Levels von CXCR4 durch gRT-PCR und FACS Analysen
(unter 3.4.4 beschrieben), wurde ein Migrationsversuch durchgefiihrt. Dafir wurden
CD34" HSPZ von gesunden Probanden und MDS-Patienten in einem Transwell-
System fir 3 Stunden inkubiert, wobei sich in der unteren Kammer ein SDF-1a
Gradient befand. AnschlieBend wurde die Anzahl an migrierten Zellen im FACS
ausgezahlt. Fir den Migrationsversuch wurden CD34" HSPZ von 4 gesunden
Probanden und von 6 MDS-Patienten eingesetzt.
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Abbildung 26: Migrationsfahigkeit von CD34" HSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten A Exemplarische Darstellung der im FACS gezahlten migrierten CD34" HSPZ von
einem gesunden Probanden und einem MDS-Patienten und B Graphische Darstellung des
prozentualen Anteils migrierter CD34" HSPZ der untersuchten gesunden Probanden und
MDS-Patienten.

Die durchflusszytometrische Auswertung migrierter CD34" HSPZ von gesunden
Probanden und von MDS-Patienten nach 3 Stunden gegen SDF-1a zeigte eine wie
exemplarisch in Abbildung 26A dargestellt, verminderte Migrationsfahigkeit bei den
MDS-Patienten (209 migrierte Zellen) im Vergleich zu gesunden Probanden (4166
migrierte Zellen) und konnte als signifikant vermindert (p=0,01) durch die graphische
Auftragung des prozentualen Anteils migrierter Zellen von CD34" HSPZ gesunder
Probanden im Vergleich zu MDS-Patienten als Balkendiagramm illustriert werden

(Abbildung 26B).

3.6 Long Term Culture- Initiating Cell (LTC-IC) Assay

Um den Einfluss der MSPZ als feeder layer auf CD34" HSPZ in vitro zu untersuchen,
wurde ein LTC-IC Assay durchgefuhrt. Der LTC-IC Assay ermdglicht in vitro die
Rekonstitution der ,ong-term multilineage” Hamatopoiese auf mit y Strahlen
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behandelten feeder layer. Dabei wird die Entwicklungsfahigkeit zur Koloniebildung
von myeloischen und lymphatischen Effektorzellen untersucht. Dieser Assay verlauft
Uber einen Zeitraum von insgesamt 7 Wochen, wobei hamatopoietische Progenitoren
sich dadurch charakterisieren, dass sie die Fahigkeit haben, aus den priméren
Kolonien innerhalb dieses Zeitraumes sekundare Kolonien hervorzubringen.
Determinierte Vorlauferzellen werden mit Hilfe dieses Versuchs hervorgebracht, etwa
wie die frihen myeloischen Progenitoren. In diesem Rahmen wurden verschiedene
Fragestellungen untersucht. Zum einen wurden gesunde CD34" HSPZ auf MDS-
MSPZ feeder layer kultiviert, als Kontrolle dienten hierbei gesunde CD34" HSPZ auf
gesundem MSPZ feeder layer. Hiermit sollte die primdre Stammzellunterstitzung
durch die MDS-MSPZ untersucht werden. Zum Anderen wurde untersucht, inwiefern
der Kontakt mit gesunden MSPZ die ineffektive Hamatopoiese der MDS CD34"
HSPZ wieder aufheben kann (Abbildung 27).

Gesund MSPZ MDS-MSPZ

&, @ Q
@ e

CD34+ HSPZ

Abbildung 27: LTC-IC Versuchsaufbau Schematische Darstellung des LTC-IC
Versuchsaufbau. Gesunde CD34" HSPZ wurden auf gesunden und parallel auf MDS-MSPZ
feeder layer kultiviert. Weiterhin wurden MDS CD34" HSPZ auf gesunden und MDS-MSPZ
feeder layer kultiviert. Fir den LTC-IC Ansatz wurden MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten in Passage 3 verwendet.

Fur den LTC-IC Ansatz wurden CD34" HSPZ von 11 gesunden Probanden auf
MSPZ feeder layer von 5 gesunden Probanden und parallel auf MSPZ feeder layer
von 19 MDS-Patienten kultiviert (Abbildung 28A).

Umgekehrt wurden CD34" HSPZ von 6 MDS-Patienten paarweise auf MSPZ feeder
layer 9 gesunder Probanden und von 9 MDS-Patienten kultiviert und die LTC-IC
Frequenz ermittelt, um die Fahigkeit der Stromaunterstitzung (engl. Stromasupport)
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fir die Hamatopoiese von gesundem und MDS-MSPZ feeder layer auf MDS CD34"

Stammzellen zu untersuchen (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Stammzellunterstiitzung - LTC-IC Frequenz Graphische Auftragung der
LTC-IC Frequenz von A gesunden CD34" HSPZ auf MSPZ feeder layer gesunder
Probanden und MDS-Patienten sowie B MDS CD34" HSPZ auf MSPZ feeder layer
gesunder Probanden und MDS-Patienten nach 7 Wochen Ko-Kultur entsprechend des in
Abbildung 27 gezeigten Versuchsaufbau.

Abbildung 28 zeigt ein signifikant verminderten Stromasupport von MDS-MSPZ auf
gesunde CD34" HSPZ nach 7 Wochen der Ko-Kultivierung (LTC-IC Frequenz:
0,05%) im Vergleich zu auf gesunden MSPZ (LTC-IC Frequenz: 1%, p=0,0001)
feeder layer kultivierte gesunde CD34" HSPZ (Abbildung 28A).

Bei einer Ko-Kultivierung von MDS CD34" HSPZ auf MDS-MSPZ feeder layer
(Abbildung 28B), zeigte sich auch hierbei eine deutlich verminderte Unterstitzung
auf die CD34" HSPZ, vergleichbar mit dem Stromasupport flir gesunde CD34" HSPZ
(siehe Abbildung 28A). Die Kultivierung der gleichen MDS CD34" HSPZ auf
gesunden MSPZ feeder layer zeigte eine Erholung der LTC-IC Frequenz auf 0,34%
(entspricht 21,3%) (Abbildung 28B). Auch wenn dies nur eine partielle
Wiederherstellung der LTC-IC Frequenz darstellt, deutet es doch darauf hin, dass
das Stroma substanziell zur insuffizienten Hamatopoiese beim MDS beitragt.
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Zusétzlich wurde die stromale Unterstitzung von MDS-Patienten vor allogener
Stammezelltransplantation (allo-SZT) und MDS-Patienten, die sich nach einer allo-
SZT in einem Zustand der vollstdndigen Remission befanden auf gesunde CD34*
HSPZ untersucht. Hierflr wurden unbehandelte MDS-MSPZ von 19 MDS-Patienten
vor allo-SZT und MDS-MSPZ von 5 MDS-Patienten nach allo-SZT verglichen.
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Abbildung 29: Stammzellunterstiitzung - LTC-IC Frequenz der Ko-Kultur von gesunden
CD34* HSPZ mit MSPZ von MDS-Patienten vor und nach allo-SZT Graphische
Darstellung der LTC-IC Frequenz von gesunden CD34* HSPZ nach Ko-Kultur mit MSPZ aus
unbehandelten MDS-Patienten (vor allo-SZT) im Vergleich zu der LTC-IC Frequenz von
MSPZ von MDS-Patienten nach allo-SZT, die sich in einer vollstdndigen Remission
befanden nach 7 Wochen Ko-Kultur.

Eine signifikant erh6hte unterstltzende Fahigkeit fiir gesunde CD34" HSPZ nach Ko-
Kultur auf MSPZ feeder layer von MDS-Patienten nach allo-SZT konnte im Vergleich
zu aus unbehandelten MDS-Patienten generierten MSPZ nachgewiesen werden
(Abbildung 29). Im Gegensatz zu der schon bereits in Abbildung 28A dargestellten
signifikant erniedrigten LTC-IC Frequenz bei der Ko-Kultur mit unbehandelten MDS
MSPZ (0,05%), zeigte sich bei der Ko-Kultur mit MSPZ von MDS-Patienten nach
allo-SZT im Vergleich eine LTC-IC Frequenz von 0,31% (5,9fach erhdht, p<0,0001).
Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass es zu einer partiell wiedererlangten
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Unterstiitzung auf gesunde CD34" HSPZ durch MSPZ aus MDS-Patienten kommt,
die sich nach allo-SZT in vollstdndiger Remission befinden. Das deutet daraufhin,
dass die Prasenz klonaler MDS Zellen méglicherweise einen supprimierenden Effekt
auf die MSPZ haben kénnte.

3.7 Zellzyklusanalyse von CD34* HSPZ nach Ko-Kultur auf
MSPZ feeder layer

In Analogie zur Fahigkeit, die CD34" HSPZ hinsichtlich Ihrer LTC-IC Fahigkeit zu
unterstitzen, wurde das Stroma von MDS-Patienten auch daraufhin untersucht,
welchen Einfluss es auf das Zellzyklusverhalten der CD34" HSPZ hat. In diesem
Kontext sollte die Fragestellung geklart werden, in wieweit MSPZ als feeder layer
dieses proliferative Verhalten der CD34* HSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten beeinflussen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Versuchsaufbau fiir die Zellzyklusanalyse von CD34* HSPZ

CD34" HSPZ gesunder Probanden wurden auf MSPZ feeder layer gesunder Probanden und
MDS-Patienten kultiviert. MDS CD34" HSPZ wurden ebenfalls parallel auf MSPZ feeder
layer von gesunden Probanden und MDS-Patienten kultiviert. Fir die Zellzyklusanalyse
wurden MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten in Passage 3 verwendet. Die Ko-
Kultur erfolgte tber einen Zeitraum von 72 Stunden.

Fir diesen Versuchansatz wurden CD34" HSPZ von 26 gesunden Probanden ohne
feeder layer (Kontrollgruppe), auf MSPZ feeder layer von 14 gesunden Probanden
und von 26 MDS-Patienten und ebenso wurden CD34" HSPZ von 26 MDS-Patienten
ohne feeder layer, auf MSPZ von 26 gesunden Probanden und von 21 MDS-
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Patienten far 72 Stunden kultiviert. Die Zellen wurden mit Ki67/Hoechst 33343/CD34-
AK APC gefarbt und an dem Hochgeschwindigkeits-Zellsortierer MoFlo™ XDP der
prozentuale Anteil nicht proliferierender (GO Phase), leicht proliferierender (G1
Phase) und stark proliferierender Zellen (G2/S/M Phase) bestimmt.
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Abbildung 31: Repréasentative Verteilung der Zellzyklusphasen von CD34" HSPZ
gesunder Probanden und MDS-Patienten Darstellung der FACS Plots mit prozentualem
Anteil von den in unterschiedlichen Proliferationsphasen befindlichen CD34" HSPZ A
Exemplarische Darstellung der Zellzyklusverteilung (G0/ G1/ G2/S/M-Phase) von CD34*
HSPZ eines gesunden Probanden B Exemplarische Darstellung der Zellzyklusverteilung
(G0/ G1/ G2/S/M-Phase) von CD34" HSPZ eines MDS-Patienten nach 72 Stunden in Kultur
ohne feeder layer (Kontrollgruppen).

Die Auswertung des Proliferationsverhalten von CD34" HSPZ gesunder Probanden
und MDS-Patienten in vitro nach 3 Tagen in Kultur (exemplarisch in Abbildung 31)
zeigte eine deutliche Verschiebung des prozentualen Anteil proliferierender Zellen
zwischen den gesunden Probanden und MDS-Patienten bereits ohne Stromasupport
(Abbildung 31A und B). Wahrend ein geringer prozentualer Anteil CD34" HSPZ
gesunder Probanden nicht proliferativ war, jedoch ein hoher Anteil proliferativ, kam
es bei den CD34" HSPZ der MDS-Patienten zu einer Verschiebung der
Zellzyklusverteilung mit einer Zunahme des prozentualen Anteils nicht
proliferierender Zellen in der GO-Phase (G0-Phase: 32% vs. 61%, p=0,028) und einer
Abnahme proliferierender Zellen in der G1-Phase und G2/S/M-Phase (G1-Phase:
46% vs. 25%, p=0,026/ G2/S/M-Phase: 17% vs. 10%, p=0,11) im Vergleich zu den
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CD34" HSPZ gesunder Probanden (Abbildung 32 und 33 Kontroligruppen ohne
feeder layer).
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Abbildung 32: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von CD34" HSPZ
gesunder Probanden und MDS-Patienten Graphische Auftragung des prozentual
ermittelten Anteils der Verteilung proliferierender und nicht proliferierender CD34" HSPZ von
gesunden Probanden ohne feeder layer (Kontrollgruppe) im direkten Vergleich zu auf
kultiviertem MSPZ feeder layer von gesunden Probanden und MDS-Patienten nach 3 Tagen
in Kultur.

In Abbildung 32 ist die Zellzyklusverteilung von CD34" HSPZ gesunder Probanden
ohne feeder layer, auf MSPZ feeder layer von gesunden Probanden und MDS-
Patienten dargestellt. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe, den CD34" HSPZ
gesunder Probanden ohne feeder layer, konnte keine Veranderung in der
proliferativen Aktivitdt beobachtet werden, wenn diese auf MSPZ feeder layer
gesunder Probanden kultiviert wurden. Andererseits zeigte sich eine Verschiebung
der Zellzyklusphasen der CD34" HSPZ gesunder Probanden, die auf MDS-MSPZ
feeder layer kultiviert wurden, hin zu einem erhdhten Anteil an nicht proliferierenden

Zellen und eine Abnahme der proliferativen Zellen.
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Umgekehrt hierzu wurde der Einfluss von MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten auf MDS CD34" HSPZ (ber einen Zeitraum von 72 Stunden untersucht.
Der Versuchsansatz wurde identisch zum Vorherigen angesetzt und das
Proliferationsverhalten der MDS CD34" HSPZ mittels Durchflusszytometrie
ausgewertet.
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Abbildung 33: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von CD34* HSPZ nach
Ko-Kultur mit MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten Graphische Darstellung
der Zellzyklusphasen von MDS CD34" HSPZ ohne MSPZ feeder layer (Kontrollgruppe) und
nach Ko-Kultur mit MSPZ feeder layer von gesunden Probanden und MDS-Patienten sowie
die Ko-Kultivierung von MDS CD34" HSPZ nach Einteilung in frihes und spates MDS auf
MSPZ gesunder Probanden nach 72 Stunden Kultur.

Die Ko-Kultur von MDS CD34" HSPZ auf MSPZ feeder layer gesunder Probanden,
zeigte im Vergleich zu den ohne feeder layer kultivierten MDS CD34" HSPZ
(G0:61%/ G1:25%/ G2/S/M:10%) eine Verschiebung in Richtung zu mehr
proliferativen CD34" HSPZ und einer Abnahme der in der G0-Phase befindlichen
Zellen (G0:44,7%/ G1:37,5%/ G2/S/M:13,0%) (Abbildung 33).

Im Gegensatz dazu zeigte die Ko-Kultivierung gleicher MDS CD34" auf MSPZ feeder
layer von MDS-Patienten eine Aufhebung des Effekts, der bei der Ko-Kultivierung mit

MSPZ von gesunden Probanden beobachtet wurde und eine &hnliche Verteilung von

92



Ergebnisse

wenig proliferierenden und ein hoher Anteil an nicht proliferierender MDS CD34*
HSPZ wie die Kontrollgruppe in diesem Versuch (G0:48,0/ G1:34,7/ G2/S/M:12,2,
Abbildung 33).

Nach einer Einteilung der MDS CD34" HSPZ, in frihes MDS (<5% Blasten) und
spates MDS (>5% Blasten), zeigte sich, dass die MSPZ feeder layer von gesunden
Probanden in der Lage waren, die Proliferation von CD34" HSPZ aus friihem MDS
zu unterstitzen, diese Fahigkeit bei den aus spatem MDS gewonnenen CD34"
HSPZ jedoch nicht mehr zu beobachten war (Abbildung 33).

Die Verteilung der GO-, G1-, G2/S/M-Phase bei den aus frithem MDS gewonnenen
CD34" HSPZ (G0:31,2/ G1:45,8/ G2/S/M:15,9), die auf MSPZ feeder layer von
gesunden Probanden kultiviert wurden, war &hnlich zu der Kontrollgruppe CD34*
HSPZ gesunder Probanden ohne und auf MSPZ feeder layer gesunder Probanden
kultivierten. Bei den aus fortgeschritenem MDS gewonnen CD34" HSPZ, die auf
MSPZ feeder layer von gesunden Probanden kultiviert wurden, zeigte sich eine
ahnliche Zellzyklusverteilung (G0:65/ G1:23/ G2/S/M:6,7) wie bei der Kontrollgruppe
MDS CD34" HSPZ ohne feeder layer.
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4. Diskussion

MDS sind eine heterogene Gruppe erworbener Knochenmarkserkrankungen, deren
Hauptmerkmal Gber alle Subtypen hinweg eine ineffektive Hamatopoiese ist. Infolge
dessen leiden die Patienten an unterschiedlich stark ausgepragten Zytopenien, die
mit einer gesteigerten Mortalitdt und Morbiditét einhergehen[68, 69]. Basierend auf
der generell akzeptierten Theorie, dass es sich bei den MDS um Erkrankungen der
hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzelle (HSPZ) handelt, hat sich der
GroBteil der bisherigen Forschung auf diese Zellen konzentriert.

Im Wissen um die physiologische Bedeutung von mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen (MSPZ) fir die Hamatopoiese[7, 120], wurde sich in dieser
translationalen Arbeit der Fragestellung genéhert, inwiefern MSPZ flr die ineffektive
Hamatopoiese bei den MDS eine Rolle spielen. Aus der bis dato verflgbaren
Literatur hatte sich kein eindeutiges Bild ergeben, da in den jeweiligen Arbeiten nur
sehr wenige MDS-Patienten untersucht wurden und die Interpretation der Ergebnisse
durch ein oftmals heterogenes Verhalten der MSPZ in vitro und auch die
phanotypische Heterogenitat der MDS zusétzlich erschwert wurde.

Um diesen Limitierungen entgegen zu treten wurden in dieser Arbeit MSPZ der
bisher gréBten Gruppe mit insgesamt 121 MDS-Patienten untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass MSPZ von Patienten mit MDS Uber alle Subtypen hinweg ein
vermindertes Expansionspotential und eine verminderte Fahigkeit, in Richtung
Osteogenese zu differenzieren, aufwiesen. Einhergehend hiermit fanden sich
spezifische Verédnderungen des Methylierungsprofils in den MDS-MSPZ, die nicht
nur die klare Trennung zwischen gesunden und kranken MSPZ zulieBen, sondern
auch Ruckschlisse auf pathogenetisch relevante Kandidatengene ermdoglichten.
Dariber hinaus war es hier méglich zu zeigen, dass zahlreiche Liganden-Rezeptor-
Paarungen auf Seiten der MSPZ aber auch auf Seiten der CD34" HSPZ bei
Patienten mit MDS verandert sind. Die im Anschluss hieran durchgeflhrten
funktionellen Analysen zeigten, dass die MSPZ von Patienten mit MDS in ihrer
wesentlichen Aufgabe, namlich die Blutstammzellen bei Selbsterneuerung und
Differenzierung zu unterstitzen, stark eingeschrankt ist.
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4.1 MDS-MSPZ zeigen Wachstumsdefizite und eine erhohte
Seneszenz

Als erstes konnte hier gezeigt werden, dass die MSPZ der MDS-Patienten Uber alle
Subtypen im Vergleich zu denen von gesunden Probanden eine verminderte CFU-F
Aktivitat aufwiesen. In Einklang hiermit konnten die MSPZ von MDS-Patienten Gber
signifikant weniger Passagen kultiviert werden als MSPZ gesunder Probanden und
erreichten auch zudem weniger CPD. Infolge ihres Wachstumsdefizites zeigten die
MSPZ der MDS-Patienten eine abgeflachte, granulare Morphologie, der sich stark
von dem physiologischerweise vorkommenden spindelférmigen MSPZ-Phanotyp
unterschied[63, 67]. Darlber hinaus waren die MSPZ der MDS-Patienten auch nicht
in der Lage, einen fir gesunde MSPZ typischen konfluierenden Zellverband

auszubilden.

Die bisherigen Studien, die das Wachstumsverhalten von MDS-MPSZ untersuchten,
haben bisher keine eindeutigen Ergebnisse zugelassen. Einzelne Studien an kleinen
Patientenkollektiven legten bereits ein Wachstumsdefizit nahe[112, 113, 115, 116,
121], wohingegen die Arbeiten von 2 weiteren Gruppen gegensinnige Ergebnisse
hervorbrachten, indem sie keine relevanten Unterschiede hinsichtlich ihrer
Proliferationskapazitat und Morphologie zwischen MSPZ gesunder Probanden und
MDS-Patienten fanden[69, 122]. Am wahrscheinlichsten ist, dass diese kontroversen
Ergebnisse durch die geringe Anzahl der untersuchten Patienten sowie durch
unterschiedliche Kulturbedingungen der MSPZ in den einzelnen Arbeiten bedingt
sind. Dariber hinaus wurde in den zitierten Arbeiten meist nur eine Methode wie die
Bestimmung der CFU-F Aktivitat eingesetzt, um das Expansionspotential der MSPZ
zu quantifizieren. Im Gegensatz hierzu wurde in dieser Arbeit neben der CFU-F
Aktivitat die Anzahl der méglichen Passagierungen sowie die Berechnung der CPDs
verwendet, um das Wachstumsverhalten der MSPZ zu analysieren. Zusammen mit
der Gr6Be der hier untersuchten Patientengruppe sowie der homogenen Ergebnisse
tber alle MDS-Subgruppen hinweg spricht dies dafir, dass die MSPZ von MDS-
Patienten Uber eine eingeschrankte Wachstumskapazitat verflgen.

Basierend auf diesen Ergebnissen stellte sich als nachstes die Frage nach einem
dem Wachstumsdefizit zugrunde liegenden Pathomechanismus.
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Vorangegangene Untersuchungen der Gruppe von Lopez-Villar et al. hatten bereits
gezeigt, dass weder eine signifikant gesteigerte Apoptoseneigung, noch signifikante
Unterschiede in der Zellzyklusverteilung bei den MDS-MSPZ vorlagen[115]. Daher
lag die Konzentration in diesen Analysen auf der sogenannten replikativen
Seneszenz, also jenen Zustand im dem eine Zelle ihre Fahigkeit zur Zellteilung
verloren hat[123]. In der Tat zeigte die Analyse mittels Nachweis der B-
Galaktosidase Aktivitat eine gesteigerte Seneszenz der MSPZ von MDS-Patienten,
welche das eingeschrankte Wachstumsverhaliten sowie die morphologischen
Veranderungen der MDS-MSPZ erklaren kénnte. Interessanterweise bestatigen die
Daten einer parallel zu dieser Arbeit erschienenen Publikation die hier beschriebenen
Ergebnisse[124]. Da die Gene p16, p21 und p53 wesentliche 'Schaltstellen’ fir den
Vorgang der Seneszenz sind[123, 125, 126], wurden diese Gene mittels gRT-PCR
auch in den MDS-MSPZ untersucht. Hierbei zeigte sich eine erhéhte Expression von
p16, wahrend die Unterschiede der Genexpression fur p21 und p53 geringer
ausfielen und méglicherweise auf die geringe Zahl der untersuchten Proben

zurtckzufihren sind.

4.2 MDS-MSPZ zeigen in vitro ein verringertes osteogenes
Differenzierungspotential

Ein weiteres wichtiges Charakteristkum von MSPZ st ihre trilineare
Differenzierungsfahigkeit in Chondroblasten, Adipozyten und Osteoblasten[63].

Insbesondere letztere sind ein wesentlicher Bestandteil der hamatopoietischen
Nische und somit ebenso wie die MSPZ selber an der Regulation der Blutbildung
direkt beteiligt[7, 45, 63, 65, 127-130]. Wahrend die adipogene und chondrogene
Differenzierungsfahigkeit analog zu friiheren Arbeiten[115] nicht wesentlich verandert
erschien, zeigte sich bereits anhand der in dieser Arbeit eingesetzten drei
Farbemethoden ein vermindertes osteogenes Differenzierungspotential der MDS-
MSPZ. Der hier daraufhin entwickelte Score zur Quantifizierung lieB auch eine
statistische Berechnung der Unterschiede zu und bestétigte diese. Dies wurde
ebenso belegt durch die verminderte mRNA-Expression der fir die Osteogenese
charakteristischen Marker Osterix und Osteocalcin[131] in nativen, als auch in
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osteogen induzierten MSPZ an verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung.
Einhergehend mit der auf mRNA verminderten Expression von Osteocalcin konnte
auch im Serum einer unabhéangigen Gruppe von MDS-Patienten nachgewiesen

werden, dass Osteocalcin vermindert vorhanden war.

Im Gegensatz zu den friheren Arbeiten, die jeweils nur die Fahigkeit zur osteogenen
Differenzierung, nicht jedoch deren AusmafB untersucht hatten[115, 116], konnte in
dieser Arbeit erstmals demonstriert ~werden, dass das osteogene
Differenzierungspotential von MDS-MSPZ sowohl qualitativ als auch quantitativ
vermindert ist. In diesem Zusammenhang von Interesse ist auch die Tatsache, dass
bereits Mellibovsky et al. im Jahre 1996 eine verminderte ossare Kalzifikation bei
MDS-Patienten beschrieben hat[132]. Darlber hinaus konnte die Gruppe um
Raaijmakers et al. zeigen, dass das Ausschalten der RNase Il Endonuclease Dicer1,
welche eine wichtige Rolle in der Micro RNA Biogenese[133-137] und RNA
Prozessierung[138] spielt, zu einer verminderten osteogenen
Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Vorlauferzellen flhrt. DarGber hinaus
entwickelte ein Teil der Mause in diesem experimentellen Modell einen MDS-artigen
Phanotyp mit Zytopenien, Dysplasiezeichen und myeloischen Tumoren im Sinne von
Chloromen. Auch in menschlichen MSPZ von MDS-Patienten ist die Expression von
Dicer1 vermindert[139]. Neben dem Enzym Dicer1 waren in dem Mausmodell von
Raaijmakers et al. zahlreiche andere Gene verandert. Ein weiteres, welches mit Blick
auf die Hamatopoiese von Bedeutung sein kénnte, war das SBDS (Shwachman
Bodian Diamond Syndrome) Gen[119], welches ebenfalls vermindert exprimiert
wurde. Auch hier fand die Arbeitsgruppe von Santamaria vergleichbare Ergebnisse in
MSPZ von MDS-Patienten. Dies kénnte mit Blick auf die MDS von pathogenetischer
Bedeutung sein, da das SBDS ahnlich wie die MDS ein Knochenmarkdefektsyndrom,
wenn auch ein autosomal-rezessiv vererbtes ist, welches neben einer
hamatopoietischen Insuffizienz ebenfalls mit einem gesteigerten Risiko fir die
Entstehung einer akuten Leuka&mie einhergeht[140]. Da die Publikation von
Santamaria die einzige bisher war, die beide Gene als vermindert exprimiert
beschrieben hatte, wurde in dieser Arbeit die Expression von Dicer1 und des SBDS
Gens in nativen MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten im Sinne eines
Bestatigungsexperimentes erneut untersucht. Dicer1 war in allen MDS, RCMD und
sAML MSPZ signifikant vermindert und korrelierend zu diesen Ergebnissen konnte in
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den gleichen MDS-Subtypen eine signifikant verminderte Expression des SBDS
Gens beobachtet werden. Dies scheint das Resultat von Santamaria et al. generell
zu bestatigen. Zusammengefasst erscheint die osteogene Differenzierungskapazitat
der MDS-MSPZ stark vermindert zu sein, wobei zum gegenwartigen Zeitpunkt die
Bedeutung der beiden ebenfalls untersuchten Gene offen bleibt.

Eine mdgliche molekulare Verbindung zwischen den phanotypischen Veranderungen
und auch der erhdhten Seneszenz der MSPZ von MDS-Patienten kdnnten die
Ergebnisse  bezlglich  der  Methylierungssignatur  darstellen[141].  Diese
Untersuchungen wurden erstmalig an MDS-MSPZ in einer engen Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Lyko vom DKFZ durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Analysen lie nicht nur eine klare Trennung zwischen MSPZ gesunder Probanden
und MDS-Patienten anhand des Methylierungsmuster zu, sondern es konnten 252
differentiell methylierte CpGs in MDS-MSPZ identifiziert werden. Basierend auf
sogenannten Pathway-Analysen ergab sich bereits der Hinweis, dass zahlreiche
Pathways die fur Zellwachstum und Differenzierung wichtig sind, differentiell
methyliert sind. Die 252 CpG Inseln (engl. Islands) entsprachen insgesamt 65
Einzelgenen, von denen die meisten nur an einer CpG Island verandert erschienen.
Drei Gene hingegen waren auffallig stark hypermethyliert in den MDS-MSPZ,
namlich HOXB1, TBX15 und PITX2. Da die Methylierung von Genen deren
Genexpression reguliert, wurde als nachstes die mRNA Expression der 3 Gene
untersucht und fir TBX15 und HOXB1 zeigte sich eine verminderte Expression,
wahrend PITX2 signifikant hochreguliert war. Dieser Unterschied basiert auf dem Ort
innerhalb des Genes, an welchen die veranderte Methylierung vorliegt. Wahrend die
Hypermethylierung von HOXB1 und TBX15 in der Promotorregion des jeweiligen
Gens lokalisiert war und die Herunterregulierung der mRNA Expression zur Folge
hatte[142], zeigte die Sequenzierung von PITX2 eine Hypermethylierung im
Genkérper, sodass dies eine Uberexpression der mRNA Expression in MDS-
Patienten induzierte[142, 143].

Mit Blick auf die hier beschriebenen phanotypischen Veranderungen der MDS-MSPZ
kénnte insbesondere TBX15 von kausaler Relevanz sein. TBX15 wird von
mesenchymalen Vorlduferzellen exprimiert und ist von wichtiger Bedeutung in

zumindest der murinen Knochenentwicklung. Der Knockdown von TBX15 in Mausen
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fihrte zu einer verminderten KnochengréBe und Knochenstruktur[144]. Die durch die
Hypermethylierung induzierte verminderte Expression von TBX15 auf mRNA Ebene
kdnnte eine mogliche Ursache fur die zuvor beschriebene, verminderte osteogene
Differenzierungsfahigkeit in MSPZ von MDS-Patienten sein.

4.3 Verandertes Expressionsmuster in MDS-MSPZ und CD34"*
HSPZ fuhrt zu einer fehlerhaften Interaktion

Als wesentlicher Bestandteil der hamatopoietischen Nische interagieren MSPZ mit
den CD34" HSPZ Uber Zell-Zell-Kontakt sowie Uber Iésliche Liganden und ihre
korrespondierenden Rezeptoren[145-148].

In dieser Arbeit wurden verschiedene dieser Interaktionsmaoglichkeiten mittels qRT-
PCR und auf Proteinebene untersucht.

Als erster Vertreter sei hier Angpt-1 genannt, welches von Osteoblasten und MSPZ
exprimiert wird. Durch die Interaktion mit seinem korrespondierenden Rezeptor Tie-2
auf den HSPZ, fordert es das Verbleiben der Tie-2" HSPZ in der endostealen Nische,
wo sich die HSPZ vornehmlich im Ruhezustand befinden[27]. Bisher sind in der
Literatur keine Ergebnisse bezlglich einer veranderten Angpt-1 Expression in MDS-
MSPZ beschrieben und konnte erstmals in einem groBen Patientenkollektiv in dieser
Arbeit untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von
Angpt-1 in allen MSPZ aus MDS-Patienten signifikant erniedrigt war. Im Vergleich
dazu ist das Expressionslevel von Tie-2 auf den HSPZ inverse korrelierend zu dem
auf MSPZ Seite exprimierten Liganden Angpt-1, Gberexprimiert. Letztlich scheint die
Angpt-1/Tie-2 Achse in MDS-Patienten verandert zu sein.

Ein weiterer wichtiger Interaktionspartner ist Kitlg (SCF; Stem Cell Factor), ein
Protein, welches von Osteoblasten und osteogen differenzierten MSPZ exprimiert
wird.

Der spezifische Rezeptor c-Kit (Tyrosinkinase Klasse Ill) wird von HSPZ exprimiert
und wird durch Kitlg aktiviert. Diese Interaktion ist wichtig fur die Proliferation und
Differenzierung der hamatopoietischen Stammzellen[35-37]. Bei der Untersuchung
der Kitlg/c-Kit Achse zeigte sich in den MSPZ der MDS-Patienten ein hochsignifikant
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erniedrigtes Kitlg Level in MSPZ dber alle MDS-Subtypen hinweg.
Interessanterweise konnte bereits vor einigen Jahren die Gruppe von Cortelezzi
verminderte Spiegel von Kitlg im Knochenmark Plasma bei MDS-Patienten
nachweisen[149]. In Mausmodellen, aus denen isolierte Knochenmark Stromazellen
ebenfalls eine verminderte Expression von Kitlg aufwiesen, zeigten eine makrozytére
Anamie, welches eine typische Laborveranderung bei Patienten mit MDS ist[150].
Kontrovers sind dagegen die Ergebnisse der Untersuchung von Kitlg auf dem
Proteinlevel in konditionierten Medium von unbehandelten MSPZ von MDS-Patienten
nach 48 Stunden in Kultur von Flores- Figueroa et al., die ein leicht erhdhtes Level
von Kitlg in den Uberstinden beobachteten[151]. Der Rezeptor c-Kit (CD117),
exprimiert von HSPZ, war mit Ausnahme der MDS del5q Gruppe, in allen MDS-
Subtypen Uberexprimiert, was bereits durch eine Arbeit von De Smet et al. gezeigt
werden konnte[152]. Auch hier kénnte die Uberexpression von c-Kit auf der HSPZ
eine Kompensation auf die verminderte Expression zu dem Liganden Kitlg auf den
MSPZ sein.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Notch1-Jagged1 Signalweg untersucht[153,
154]. In diesem wird Jagged1 als Ligand fir Notch1 von MSPZ und Osteoblasten
exprimiert[45] und ist essentiell fiir Uberleben, Proliferation und Differenzierung von
HSPZ[16, 40, 43, 44]. Die Expression von Jaggedi zeigte sich in den MSPZ lber
alle MDS-Subtypen hinweg gegeniber den MSPZ gesunder Probanden stark
tberexprimiert. Auch Notch1 als korrespondierender Rezeptor war auf Seiten der
CD34" HPSZ von MDS-Patienten stark Uberexprimiert und deutet auf eine
gesteigerte Aktivitdt beim MDS hin. Eine Publikation von Varga et al. zeigte eine
verminderte Anzahl an Kopfsteinpflaster (Cobblestone)-formenden Zellen in MDS
stromalen Ko-Kulturen, wenn Jagged1 Uberexprimiert war[112]. Rupec et al. zeigten
in Mausexperimenten, bei einer Deletion von | kappa B alpha (lkBa) in nicht-
hamatopoietischen Zellen eine signifikant erhdéhte Expression von Jagged1[155].
Parallel zeigten die Mause einen MDS Phanotyp, so dass vermutet werden kann,
dass der hier als verandert beschriebene Notchi1-Jagged1 Signalweg auch beim
menschlichen MDS eine Rolle spielen kdnnte.

Chemokine, von denen in der Literatur mittlerweile mehr als 40 bekannt sind, spielen
in der Immunabwehr sowie bei der Aktivierung der HSPZ in der Knochenmarknische
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eine entscheidende Rolle[156, 157] und sind bisher in dem Kontext der Rolle in der
MDS Pathogenese nicht beschrieben.

Aufgrund ihrer Rolle im physiologischen Knochenmark-Mikromilieu wurden in dieser
Arbeit einige Chemokine in MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten
untersucht. Dabei war die Expression einiger Chemokine (CXCL1, CXCL14,
CX3CL1, CCL2 und Midkine signifikant vermindert exprimiert, CXCL7 und CCL26
signifikant Gberexprimiert) in den MDS-Subtypen verandert. Bisher ist keines dieser
Chemokine im Kontext der MDS Pathogenese erwahnt worden. Allerdings haben
Zhao et al. eine veranderte immunregulatorische Fahigkeit von MSPZ von MDS-
Patienten beschrieben[69]. Denkbar ist daher, dass die hier beobachteten,
veranderten Chemokinlevels in MSPZ von MDS-Patienten zur einer fehlgesteuerten
Immunantwort fihren koénnten. Letzteres st typisch flr Patienten mit
hypoplastischem MDS, wo die Ursache firr die hamatopoietische Insuffizienz in einer

fehlgeleiteten Immunantwort vermutet wird.

4.4 MDS-MSPZ zeigen eine gestorte Stromaunterstutzung auf
CD34" HSPzZ

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die MSPZ von MDS-
Patienten phanotypisch und molekular in vielfacher Hinsicht verandert waren, stellte
sich die Frage, ob sie dennoch ihre eigentliche Funktion, namlich die Unterstitzung
(engl. Support) der Hamatopoiese, noch wahrnehmen kdnnen. Hierfir wurden
zunachst LTC-IC Experimente durchgefiihrt, wobei CD34" HSPZ auf einen MSPZ
als feeder layer kultiviert wurden. Die Ergebnisse zeigten eine signifikant verminderte
LTC-IC Frequenz, wenn CD34" HSPZ gesunder Probanden auf MSPZ feeder layer
von MDS-Patienten kultiviert wurden, im Vergleich zu der Ko-Kultur auf MSPZ feeder
layer gesunder Probanden. Scheinbar waren MSPZ der verschiedenen MDS-
Subtypen nicht in der Lage, gesunde CD34" HSPZ zu unterstiitzen. Publikationen
anderer Gruppen, die die LTC-IC Frequenz von CD34" HSPZ nach Ko-Kultur mit
MSPZ von MDS-Patienten untersucht haben, zeigten kontroverse Ergebnisse zu
denen in dieser Arbeit gezeigten Daten. Diese Gruppen verwendeten jedoch
abweichende Medien sowie die fiir die Experimente eingesetzten HSPZ aus anderen
Quellen. So wurden in den bisherigen Studien sowohl mit Zytokinen stimulierte HSPZ

101



Diskussion

aus dem Nabelschnurblut als auch mononukleare Zellen (MNC) verwendet. Eine der
Arbeiten beschreibt auch die Verwendung einer murinen Zelllinie als feeder layer, die
als Kontrollgruppe gegeniber den MDS MSPZ fungierte[151, 158-161]. Dies dlrfte
die Unterschiede zu den Ergebnissen dieser Arbeit erklaren.

Ein weiteres Experiment zur Untersuchung der stromalen Unterstitzung auf die
CD34" HSPZ waren Zellzyklusanalysen von CD34" HSPZ nach Ko-Kultur mit MSPZ.
Dabei zeigte sich eine signifikant verminderte Zellzyklusaktivitdt von gesunden
CD34" HSPZ, wenn diese auf MDS MSPZ feeder layer kultiviert wurden im Vergleich
zu den ohne feeder layer und auf gesunden MSPZ feeder layer kultivierten CD34"
HSPZ. Letztlich bestéarken die Ergebnisse der verminderten stromalen Unterstitzung
fir CD34" HSPZ nochmals die Schlussfolgerung, dass MSPZ in der MDS
Pathogenese einen entscheidenden Beitrag zu einer insuffizienten Hamatopoiese
beitragen kénnten.

Auch wenn diese Arbeit einwandfrei darstellen konnte, dass MSPZ von Patienten mit
MDS strukturell, molekular und funktionell verandert sind, erlauben die hier gezeigten
Resultate keinen Rulckschluss, ob es sich hierbei um primére, intrinsische Defekte
der MSPZ handelt oder ob diese sekundar entstanden sind infolge der klonalen
Expansion der héamatopoietischen Progenitoren. Zwar konnte auch hier
nachgewiesen werden, dass Dicerl in den MSPZ der MDS-Patienten signifikant
vermindert ist, in Analogie mit den Daten von Raaijmakers et al. im Mausmodell und
man daher schlussfolgern kénnte, dass es sich um primare Defekte der MSPZ
handelt (Abbildung 34A). Dennoch erscheint diese Theorie angesichts verschiedener
Argumente eher unwahrscheinlich. Die Arbeit von Raaijmakers et al. konnte
sicherlich im Mausmodell einzelne MDS-Charakteristika erzeugen, es erscheint aber
unwahrscheinlich, dass ein einzelner Stromadefekt flir das heterogene klinische Bild
der MDS allein verantwortlich sein soll. Vom klinischen Aspekt gilt ebenso zu
bedenken, dass bei einem primdren Stromadefekt das Prinzip der allogenen
Blutstammzelltransplantation nicht funktionieren dirfte, da die MSPZ nach dieser
weiterhin vom Empfanger stammen. Daher ist eine andere Theorie, basierend auf
folgenden Uberlegungen die favorisierte: Am Anfang der MDS Pathogenese diirfte
weiterhin die Entwicklung eines ha@matopoietischen MDS Klon stehen, der in der
Folgezeit im Knochenmark expandiert. Im Anschluss daran induziert diese durch die
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Freisetzung von Mediatoren wie auch durch direkten Zellkontakt eine Suppression
der MSPZ. Diese kdnnen nicht mehr entsprechend proliferieren und differenzieren.
Am Ende dieses Prozesses vermindert sich die Fahigkeit der MSPZ die gesunden
HSPZ im Knochenmark funktionell zu unterstitzen, sodass es zu der beim MDS
charakteristischerweise  vorliegenden hamatopoietischen Insuffizienz  kommt
(Abbildung 34B). Diese Theorie wird durch Untersuchungen bei anderen Entitaten
unterstitzt. In einem Mausmodell fir die akute myeloische Leukdmie konnte bereits
gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen leukdmischen Zellen und
Osteoblasten zu einer funktionellen Hemmung der Osteoblasten fihrt[118].
Ahnliches konnte unsere Gruppe bereits beim Multiplen Myelom zeigen. Hier
hemmten die malignen Plasmazellen unter anderem durch die Sekretion von TGF-
beta (TGF-B) das Wachstum und die Differenzierung der MSPZ. Infolge dessen war
die Fahigkeit der MSPZ die Hamatopoiese zu unterstitzen signifikant eingeschrankt,
konnte jedoch durch Blockade von TGF- wiederhergestellt werden[117].

Auch wenn diese Argumente flr die zweite Theorie sprechen, wird es zahlreicher

Experimente bedlrfen, um dieser Hypothese in der Zukunft nachzugehen.
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Abbildung 34: Theoretische Modelle Giber die Rolle der MSPZ in MDS A Priméare Defekte
in den MSPZ férdern die Expansion des MDS Klons, inhibieren gleichzeitig die normale
HSPZ und fuhrt zu einer ineffektiven Hamatopoiese B Die Expansion des MDS Klons
induziert eine Suppression der MSPZ. Dies flhrt zu einer verminderten Fahigkeit der MSPZ
die HSPZ zu unterstitzen und fihrt letztlich zu einer ineffektiven Hamatopoiese.
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5. Zusammenfassung
5.1 Zusammenfassung in Deutsch

MDS sind eine heterogene Gruppe von Knochenmarkserkrankungen, deren
gemeinsames Charakteristikum eine ineffektive Blutbildung ist. GemaB dem
aktuellen Stand der Forschung entstehen die MDS infolge genetischer
Veranderungen hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ). Im
Gegensatz zu den Untersuchungen der HSPZ haben sich in der Vergangenheit nur
wenige Untersuchungen mit der Rolle der sogenannten mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen (MSPZ) in der Pathogenese der MDS beschaftigt. Die hieraus
entstandenen Publikationen lieBen aufgrund von Unterschieden der verwendeten
Methoden und der geringen Zahl der untersuchten Patientenproben keine
eindeutigen Rdickschlisse zu. In den vergangenen Jahren konnte jedoch in
zahlreichen Arbeiten gezeigt werden, dass MSPZ durch rdumliche und funktionelle
Interaktionen mit den HSPZ eine wesentliche Rolle fir die Hamatopoiese spielen.
Unter der Annahme, dass die MSPZ eine Rolle fir die ineffektive Hamatopoiese
beim MDS spielen kénnten, wurden in dieser Arbeit MSPZ aus dem Knochenmark
von 121 Patienten der haufigsten MDS-Subtypen gewonnen und hinsichtlich ihrer
strukturellen, molekularen und funktionellen Eigenschaften untersucht. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die MSPZ von Patienten mit MDS (ber alle Subtypen
hinweg eine eingeschrankte Wachstumskapazitat aufwiesen. Dies spiegelte sich
nicht nur in einer zerrissen wirkenden Morphologie der Primarkolonien wieder,
sondern lieB sich auch anhand der CFU-F Frequenz, der CPDs sowie der Anzahl der
moglichen Passagierungen quantifizieren. Als einen mdglicherweise zugrunde
liegenden Pathomechanismus konnte eine gesteigerte replikative Seneszenz der
MDS-MSPZ nachgewiesen werden. Anhand verschiedener Farbemethoden konnte
hier darGber hinaus gezeigt werden, dass MDS-MSPZ Uber eine verminderte
osteogene Differenzierungsféhigkeit verfigen. In Analogie zeigte sich auf mRNA
Niveau und auf Proteinniveau eine verminderte Expression der beiden osteogenen
Marker Osterix und Osteocalcin. Sowohl der gesteigerten Seneszenz als auch dem
alterierten Differenzierungsverhalten kénnte eine veranderte Signatur des Methyloms
zugrunde liegen, welche in Kooperation mit Herrn Prof. Lyko aus dem DKFZ
Heidelberg in den MDS-MSPZ nachgewiesen werden konnte. Neben dem
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charakteristischen Methylierungsprofil der MDS-MSPZ konnten hier auch einzelne
Kandidatengene wie TBX15 als hypermethyliert identifiziert werden, die zum Beispiel
die verminderte osteogene Differenzierungskapazitat der MDS-MSPZ erklaren
kénnten. Mit Hilfe von gRT-PCR Analysen, Durchflusszytometrie sowie ELISA konnte
des Weiteren nachgewiesen werden, dass zahlreiche Signalmolekile, welche die
Interaktion zwischen MSPZ und HSPZ vermitteln, beim MDS verandert waren. So
waren Angiopoietin-1 und Kit-Ligand in den MDS-MSPZ signifikant herunterreguliert,
wahrend Jaggedi und Osteopontin Uberexprimiert waren. DarlUber hinaus zeigten
sich zahlreiche Chemokine differentiell exprimiert. In Ko-Kulturexperimenten konnte
anschlieBend nachgewiesen werden, dass diese strukturellen und molekularen
Veranderungen zu einer verminderten Fahigkeit der MDS-MSPZ flihrt, gesunde wie
auch MDS-HSPZ zu unterstitzen. Ohne die Ursache fur diese Veranderungen
identifiziert zu haben, legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass MSPZ zu der
Entstehung der ineffektiven Hamatopoiese einen wesentlichen Beitrag leisten.
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5.2 Zusammenfassung in Englisch

Ineffective hematopoiesis is a hallmark of MDS, which are a heterogeneous group of
bone marrow diseases. Based on the current knowledge MDS are considered to be
clonal stem cell disorders arising from genetic alterations of hematopoietic stem- and
progenitor cells (HSPC). Physiologically, mesenchymal stem- and progenitor cells
(MSPC) play an indispensable role for hematopoiesis by regulating and supporting
HSPC. Albeit MSPC have been considered to contribute to the pathogenesis of
MDS, but due to a low number of investigations and different methods their role
remains elusive so far. In this study a detailed analysis of molecular and functional
properties of MSPC derived from 121 patients with all common MDS subtypes was
performed. It was able to demonstrate that MSPC from MDS patients were
significantly impaired with regard to their growth and proliferative capacities
accompanied with an increased cellular senescence. Osteogenic differentiation was
also reduced as indicated by the respective cytochemical stainings and reduced
MRNA expression of osterix and osteocalcin. A possible explanation for the
increased senescence and the impaired osteogenic differentiation potential could be
an altered signature in the methylome. In cooperation with Prof. Lyko from
Heidelberg we detected a specific methylation pattern in MDS-derived MSPC that
clearly separated MDS-MSPC from healthy MSPC and identified potential candidate
genes. In detail, TBX15 was hypermethylated in MDS-derived MSPC resulting in
decreased mRNA expression, which might reflect a direct link between the altered
phenotype and the methylation profile. In addition, using qRT-PCR analysis, flow
cytometry and ELISA an altered expression of several key molecules involved in the
interaction with HSPC was detected. While Jaggedi and Osteopontin were
significantly upregulated in MDS-MSPC, Angiopoietin-1 and Kit-ligand were
diminished. Along with this a disturbed expression of several chemokines were
observed, a finding which has not been reported so far. Functionally, the altered
phenotype of MDS-MSPC translated into a significantly diminished capacity to
support HSPC in coculture experiments. In summary, this comprehensive analysis
shows that MDS-MSPC are structurally and functionally altered leading to an
impaired stromal support for hematopoiesis.
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Abbildung I: Chemokin Screening an MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten
mittels Proteome Profiler Graphische Darstellung der Proteinlevel [%] gemessener
Chemokine in konditionierten Uberstdnden von MSPZ 3 gesunder Probanden und 9 MDS-
Patienten (3 RCMD, 3 RAEB, 3 MDS del5q) in Passage 3.
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Abbildung II: Methylierungsanalysen von MSPZ gesunder Probanden und MDS-
Patienten (Analysen durchgeflihrt in Kooperation mit Prof. Lyko am DKFZ, Heidelberg) A
Bar Plots der Zahlungen der differentiell methylierten CpGs fiir jedes der insgesamt 65
identifizierten Gene in MSPZ gesunder Probanden und MDS-Patienten. B Validierung der
Methylierungsunterschiede durch 454 Bisulfite-Sequenzierung von gepoolten MSPZ
gesunder Probanden und MDS-Patienten. Methylierte CpGs sind in rot dargestellt,
unmethylierte CpGs sind in grin dargestellt. C 454 Bisulfite-Sequenzierung von weiteren
unabhéngigen 4 gesunden Probanden, 4 RCMD und 2 RAEB MSPZ als reproduzierbare
Kontrolle.
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