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Zusammenfassung

Myelodysplastische ~ Syndrome  (MDS) sind eine  heterogene  Gruppe  von
Blutstammzellerkrankungen des Knochenmarks, bei denen zu wenig ausgereifte oder
funktionsfahige Blutzellen gebildet werden und deshalb ein Risiko besteht in eine akute
myeloische Leukdmie (AML) iiberzugehen. Nach aktuellem Stand der Forschung entstehen
die MDS und AML infolge multifaktorieller Verdnderungen hédmatopoetischer Stamm- und
Progenitorzellen (HSPZ). In den vergangenen Jahren konnte in diversen Arbeiten gezeigt
werden, dass mesenchymale Stromazellen (MSZ) im bidirektionalen Austausch mit den
HSPZ stehen. Aus dem Grund ist auch das Interesse von MSZ in Bezug auf MDS und AML
gewachsen. Unter der Annahme, dass die MSZ eine Rolle fiir die ineffektive Himatopoese in
MDS und AML spielen konnten, wurde im Rahmen dieser Arbeit das Knochenmark-
Mikromilieu in Patienten mit MDS und AML durch funktionelle Sekretomanalysen von
mesenchymalen Stromazellen untersucht. Dafiir wurde zundchst das Sekretom von gesunden
MSZ aus dem Knochenmark tiefgehend charakterisiert. Hier stellte sich heraus, dass das
Sekretom von MSZ hauptsidchlich am Zellwachstum und/oder der Aufrechterhaltung und der
Zellkommunikation beteiligt, ist und weiterhin, dass Kontaminationen nicht aufler Acht
gelassen werden diirfen. Anschliefend wurden 31 MSZ aus gesunden Probanden, MDS und
AML-Patienten durch eine markierungsfreie differenzielle Analyse massenspektrometrisch
untersucht. Insgesamt wurden 1432 Proteine identifiziert und 568 Proteine quantifiziert. Die
Ergebnisse zeigten 12 signifikant differenziell sekretierte Proteine zwischen den MSZ-
Sekretomen aus gesunden Probanden und MSZ-Sekretomen aus MDS-Patienten und 34
signifikant differenziell sekretierte Proteine zwischen MSZ-Sekretomen aus gesunden
Probanden und MSZ-Sekretomen aus AML-Patienten. Auf diesen Ergebnissen beruhend
wurde das differenziell sekretierte Protein Follistatin related protein 3 (FSTL3) hinsichtlich
seiner biologischen Funktion auf HSPZ untersucht. Hier zeigten erste Ergebnisse, dass HSPZ
von MDS/AML-Patienten eine verminderte Proliferation und Differenzierung sowie eine
hohere SMAD2-Phosphorylierung aufwiesen. Jedoch zeigte FSTL3 auf die Funktionalitéit der
HSPZ in Bezug auf Proliferation, Differenzierung und der Inhibierung des Aktivin
Signalweges keinen signifikanten Einfluss. Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit mittels
massenspektrometrischer Analyse das Sekretom MSZ tiefgehend charakterisiert werden und
differenziell sekretiere Proteine zwischen Knochenmarks-MSZ aus gesunden Probanden und
MDS/AML-Patienten aufgezeigt werden. Das mitunter signifikante Protein FSTL3 scheint keinen
Einfluss auf die Funktionalitit von gesunden und MDS/AML-HSPZ und demnach auch keinen
Einfluss auf die Pathogenese von MDS/AML zu haben.



Summary

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of bone marrow blood stem
cell diseases in which underdeveloped or functional blood cells are formed, possibly leading
to a high risk of developing acute myeloid leukemia (AML). According to current research,
MDS and AML are the result of multifactorial changes in hematopoietic stem and progenitor
cells (HSPC). In recent years, several studies have shown that mesenchymal stromal cells
(MSC) are in bidirectional exchange with HSPC, leading to a growing interest in MSC in
MDS and AML. Assuming that MSC could play a role in ineffective hematopoiesis, this work
examined the bone marrow microenvironment in patients with MDS and AML by functional
secretome analysis of mesenchymal stromal cells. Initially, the secretome of healthy MSC
from the bone marrow was profoundly characterized. It turned out that the MSZ secretome is
involved mainly in cell growth and / or maintenance and cell communication and furthermore,
that contamination cannot be disregarded. Subsequently, 31 secretomes from MSC of healthy
donors and MSC from MDS and AML-patients were analyzed by mass spectrometry by a
label-free differential analysis. A total of 1432 proteins were identified and 568 proteins were
quantified. The results showed 12 significantly differentially secreted proteins between the
MSC secretomes from healthy donors and MSC secretomes from MDS-patients. 34
significantly differentially secreted proteins were quantified between MSC secretomes from
healthy donors and MSZ secretomes from AML-patients. Based on these results, the
differentially secreted protein Follistatin related protein 3 (FSTL3) was investigated for its
biological function on HSPC. Here first results showed that HSPC of MDS/AML-patients had
defects in proliferation and differentiation and further a higher SMAD2 phosphorylation.
However, FSTL3 has no significant influence on the functionality of HSPC in terms of
proliferation, differentiation and inhibition of the activin signaling pathway. Thus, in this
work, the secretome of MSZ could be characterized in detail by mass spectrometric analysis
and differentially secreted proteins between bone marrow MSC from healthy donors and
MDS/AML-patients could be identified. The significant differential protein FSTL3 does not
appear to affect the functionality of both healthy and MDS/AML-HSPZ, and therefore does
not appear to affect the pathogenesis of MDS/AML.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Hamatopoese

Die Hamatopoese (aus dem Griechischen, himato: Blut; poiese: Bildung) ist ein lebenslang
ablaufender Prozess, der zur Aufrechterhaltung der Funktionen des Blut- und Immunsystems
dient. Dabei libernimmt das Blut vielfdltige Aufgaben, wie den Transport von Sauerstoff und
Nihrstoffen, die Blutstillung und auch die Infektabwehr. Dafiir werden im blutbildenden
Knochenmark pro Sekunde 1,5 x 10° Blutzellen gebildet (Bryder et al., 2006; Stastna und
Van Eyk, 2012). Das in der Hdmatopoese gebildete Blut wird in zwei Klassen von Zellen
unterteilt: Die lymphatischen und die myeloischen Blutzellen.

1.2 Das Knochenmark-Mikromilieu

Der blutbildende Prozess findet beim Menschen vorwiegend im Knochenmark des
Skelettsystems statt. Ausgangspunkt der Himatopoese sind die himatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen (HSPZ), aus denen durch Selbsterneuerung und Differenzierung reife
Blutzellen entstehen. Das Knochenmark-Mikromilieu, welches die HSPZ umgibt, unterstiitzt
die Zellen der Hamatopoese bei der Proliferation, Selbsterneuerung und Differenzierung
(Gluck et al., 1989). Es ist in zwei strukturelle und funktionelle Einheiten, den sogenannten
Knochenmark-Nischen, organisiert. Diese wurden erstmals ansatzweise von Ray Schofield
1978 beschrieben (Schofield, 1978). Durch die technischen Fortschritte und Forschung geht
man heutzutage von mindestens zwei himatopoetischen Nischen aus, welche als funktionell
zusammenhdngende Einheiten agieren und nicht getrennt betrachtet werden sollten. Die erste
Nische ist die endosteale (osteoblastére) Nische. Diese ist charakterisiert durch die rdumliche
und funktionelle Nédhe der blutbildenden hématopoetischen Stammzelle mit den
namensgebenden Osteoblasten. In dieser Nische sind die HSPZ, beeinflusst durch Signale der
Osteoblasten, im Ruhezustand und proliferieren kaum. Dieser Zustand kann durch endogene
oder exogene Stimuli beeinflusst werden (Abbildung 1). Die zweite himatopoetische Nische
ist die sauerstoffreichere perivaskulidre Nische, welche sich in unmittelbarer Ndhe zur den
vendsen Sinusoiden befindet und hauptsidchlich aus Endothelzellen besteht (Abbildung 1)
(Boulais und Frenette, 2015). Im Knochenmark-Mikromilieu unterscheidet man generell
zwischen zelluldren und nicht zelluldren Bestandteilen. Zu den zelluliren Bestandteilen
gehoren verschiedene Zelltypen, wie Adipozyten, Osteoblasten, Osteoklasten, Endothelzellen,

Retikulumzellen, Makrophagen, perivaskuldre Retikularzellen und die sogenannten
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mesenchymalen Stromazellen (MSZ), welche im Kapitel 1.4 ndher betrachtet werden (Isern
und Mendez-Ferrer, 2011; Prockop, 1997). Der nicht zelluldre Teil besteht hauptsidchlich aus
dem autonomen Nervensystem, welches fiir die Mobilisierung der HSPZ aus dem
Knochenmark ins periphere Blut zustindig ist, und extrazelluldrer Matrix (Mendez-Ferrer et
al., 2010). Diese stellt neben der physikalisch stabilisierenden Funktion einen Speicher fiir
Zytokine, Metalloproteinasen und Wachstumsfaktoren dar und besteht hauptsichlich aus
Glykoproteinen und Proteoglykanen (Lerat et al., 1993; Owen, 1988).

Mesenchymale
Stromazellen

Schwannzellen

= 2 Perivaskulire

Adipozyten Zytoklne und Endothelzelion CAR Zelle
/__’ N HSPZ wachstumsfaktoren

Sympathisches
Neuron

Osteoklasten ik
Extrazelluldre Matrix

Osteoblasten
B o _/:3‘0—\—\\/“./* «J/“"“‘m\/—/“‘

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Knochenmark-Mikromilieus. Das Knochenmark-Mikromilieu
besteht aus verschiedenen Zellpopulationen, die gemeinsam zur Regulierung der Hamatopoese beitragen.
Hauptverantwortlich fiir die Blutbildung sind die hdmatopoetische Stamm- und Progenitorzelle (HSPZ). Neben
diesen befinden sich noch andere Zelltypen wie Mesenchymale Stromazellen, Adipozyten, Megakaryozyten,
Makrophagen, extrazelluldre Matrix, Osteoblasten/-klasten, Endothelzellen und Nerven im Knochenmark-
Mikromilieu (modifiziert nach Krause und Scadden, 2015).
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1.3 Die hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ)

Samtliche Blutzellen des hdmatopoetischen Systems entstammen dem Knochenmark.
Ausgangspunkt aller Blutzellen sind die pluripotenten himatopoetischen Stammzellen (HSZ),
die in der Lage sind sich unbegrenzt zu teilen und in jegliche himatopoetischen Zelltypen zu
differenzieren (Abbildung 2) (Osawa ef al., 1996). Nach dem bisherigen Stand der Forschung
konnen mind. 10 enddifferenzierte Zelltypen aus hédmatopoetischen Stammzellen
hervorgehen. Dazu zédhlen Erythrozyten, Thrombozyten, basophile Granulozyten, eosinophile
Granulozyten, neutrophile Granulozyten, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, NK-Zellen,
dendritische Zellen und Monozyten (Seita und Weissman, 2010). Die Differenzierung der
HSZ erfolgt dabei stufenweise und hierarchisch {iber verschiedene hidmatopoetische
Vorlduferzellen (Progenitoren) (Abbildung 2). Die in dieser Arbeit gewonnen Zellen stellen
eine Population aus verschiedensten Stamm- und Progenitorpopulationen dar und werden im
Folgenden als hdmatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ) bezeichnet. Im ersten
Differenzierungsschritt entstehen Progenitoren multiplen Potentials (MPP), welche zum einen
in lymphatische, zum anderen aber auch in myeloische Vorlduferzellen differenzieren kdnnen.
Die lymphatischen Vorlduferzellen, auch common Iymphoid progenitor (CLP) genannt,
differenzieren iiber weitere Entwicklungsschritte in reife Zellen des lymphatischen Systems
(T-Zellen, B-Zellen und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)). Dagegen entstehen aus den
myeloischen Vorlduferzellen (common myeloid progenitor (CMP)) die sogenannten
megakaryocyte erythroid progenitors (MEP) oder die granulocyte macrophage progenitors
(GMP). Dabei differenzieren die MEP in Erythrozyten und Thrombozyten und die GMP in
Granulozyten und Makrophagen (Abbildung 2) (Terskikh er al., 2003). Hadmatopoetische
Stamm- und Progenitorzellen befinden sich in der Knochenmark-Nische, in denen enger
Kontakt zum umliegenden Mikromilieu vorherrscht (Dazzi et al, 2006). Die
Selbsterneuerung und Differenzierung der HSPZ wird neben intrinsischen Signalen
(genetische und epigenetische Mechanismen) auch durch extrinsische Signale, welche durch
das Mikromilieu generiert werden, reguliert (Jing et al., 2010). Die extrinsischen Signale
konnen dabei durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder auch durch Interaktion mit
extrazelluliren Matrixproteinen entstehen. Auch parakrin wirkende 16sliche Faktoren wie
Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine tragen zur Regulation von Selbsterneuerung
und Differenzierung bei (Moore und Lemischka, 2006; Schroeder et al., 2016). In diesem
Zusammenhang sind auch die mesenchymalen Stromazellen (MSZ) zu nennen, welche sich in
unmittelbarer rdumlicher Nihe zu den HSPZ befinden. Da diese im Fokus dieser Arbeit

stehen werden sie im folgenden Abschnitt ndher betrachtet.
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Abbildung 2: Die Himatopoese im Menschen. Die Entwicklung von Blutzellen schreitet von
hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) aus fort, die sich entweder selbst erneuern, in einen gemeinsamen
lymphatischen Vorldufer (CLP) oder einen gemeinsamen myeloiden Vorldufer (CMP) differenzieren konnen.
Die myeloiden Vorlduferzellen fiihren dann zu den differenzierteren Vorlauferzellen megakaryocyte erythroid
progenitors (MEP) oder den granulocyte macrophage progenitors (GMP), welche zu Thrombozyten,
Erythrozyten, Makrophagen und Granulozyten differenzieren. Die CLP differenzieren in T-Zellen, natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und B-Zellen (modifiziert nach Kaushansky, 2006).

1.4 Mesenchymale Stromazellen (MSZ)

Mesenchymale Stammzellen wurden erstmals durch Friedenstein et al. 1968 als
fibroblastenartige, adhdrent proliferierende Zellen beschrieben. Sie sind in diversen Geweben,
wie Blut, Knochenmark, Fettgewebe, Leber und Nabelschnur zu finden (Halfon ef al., 2011).
In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit MSZ des Knochenmarks gearbeitet, weswegen
diese im Vordergrund stehen. MSZ haben das Potential in Zellen mesodermalen Ursprungs,
wie Adipoblasten, Osteoblasten und Chondroblasten zu differenzieren (Abbildung 3)
(Frenette et al, 2013; Muntion et al., 2016). Aufgrund der charakteristischen
Stammzelleigenschaften der MSZ wurden diese zundchst als mesenchymale Stammzellen
bezeichnet. Da die mesenchymalen Zellen durch Ausplattieren gewonnen werden, stellen

diese keine homogene Zellpopulation dar, sondern eher ein Gemisch aus verschiedensten
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bereits differenzierten mesenchymalen Progenitorzellen. Des Weiteren existiert bis heute kein
reprasentativer Beweis fiir die Selbsterneuerungsfiahigkeit auf Einzelzellniveau, welche
Voraussetzung fiir eine Stammzelle ist. Aus dem Grund wird im Folgenden der Begriff
mesenchymale Stromazelle (MSZ) verwendet (Dominici et al., 2006; Frenette et al., 2013).
Im Jahre 2007 hat die International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT) einheitliche
Definitionskriterien fiir MSZ festgelegt. Grundlage ist der Nachweis der trilinedren
Differenzierungskapazitit (Expressionsprofil verschiedener Oberfldchenantigene) sowie die
Plastikadhérenz. In vitro kultivierte MSZ miissen demnach zu 95 % die Oberflachenantigene
CD73, CD90 und CDI105 exprimieren und keine der hdmatopoetischen Antigene CD34 und
CD45 (<2 % der Zellen) (Dominici et al., 2006).

o

o

/2/

o
o

/@/

. , . .. . /%//w/?//w/%&/
, . .

W,'//

Abbildung 3: Mesenchymale Stromazellen (MSZ) und ihr Potential. Schematische Darstellung der im
Knochenmark lokalisierten MSZ mit dem Hervorbringen von differenzierbaren Vorlduferzellen und den daraus

resultierenden reifen Zellen (modifiziert nach Bonfield und Caplan, 2010).

Im Knochenmark-Mikromilieu haben MSZ eine regulatorische Wirkung auf die
Differenzierung und Proliferation von HSPZ (Rankin et al., 2015). Diese regulatorische
Wirkung kann durch direkten Zell-Zell-Kontakt, aber auch durch sekretierte 16sliche
Faktoren, Proteine sowie die extrazellulire Matrix, vermittelt werden (Saleh et al, 2015;
Schroeder et al., 2016). Maligne Verdanderungen innerhalb der Interaktion zwischen dem
Knochenmark-Mikromilieu (darunter auch MSZ) und den HSPZ haben einen Einfluss auf die
Blutbildung (Korn und Mendez-Ferrer, 2017). Dadurch kann es zur Entstehung von
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Stammzellerkrankungen wie Leukdmien oder myelodysplastischen Syndromen (MDS)

kommen, auf welche im nichsten Abschnitt weiter eingegangen wird.

1.5 Myelodysplastische Syndrome (MDS)

Myelodysplastische Syndrome (MDS) umfassen eine heterogene Gruppe klonaler
hdmatologischer Stammzellerkrankungen, die mit einem um 30-45 % erhohten Risiko zu
einem Progress in eine akute myeloische Leukdmie (AML) einhergehen (Pleyer et al., 2016;
Zhao et al., 2012). In der Gesamtbevolkerung liegt die Inzidenz von myelodysplastischen
Syndromen sowie der akuten myeloischen Leukdmie bei ca. 4 pro 100000/ Jahr. Die
Erkrankungen konnen in jedem Alter auftreten, korrelieren jedoch mit dem Lebensalter der
Patienten und nehmen mit fortschreitendem Alter erheblich zu. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt dementsprechend zwischen 68 und 75 Jahren (Medyouf et al., 2014). Neben dem
multiplen Myelom und den Non-Hodgkin-Lymphomen (inkl. der chronisch lymphatischen
Leukdmie) gehoren MDS und AML zu den hiufigsten hidmatologischen Neoplasien.
Aufgrund der steigenden Lebenserwartung und der alternden Bevolkerung wird die
Haufigkeit mit hoher Wahrscheinlichkeit weiter zunehmen (Aul et al., 1992a; Aul et al.,
1992b).

Urséchlich fiir MDS sind genomische Aberrationen und Abnormitéiten der HSPZ, welche zu
einer ineffektiven Hamatopoese fiihren. Diese fiihrt in einer Vielzahl der Fille zu einer
Vermehrung von hidmatopoetischen Progenitorzellen, welche unterschiedliche Zeichen von
Dysplasien aufweisen. Im peripheren Blut hingegen koénnen die Zytopenien variabel in
qualitativer und quantitativer Art auftreten (Schmalzing ef al., 2017). Maligne Verdanderungen
in der Interaktion innerhalb des Knochenmark-Mikromilieus begilinstigen die defekte

Héamatopoese (Rankin ef al., 2015).

Die Symptomatik bei MDS ist meist die Folge einer Andmie und fiihrt zu Symptomen wie
Luftnot, Erschopfung oder Schwindel (Nachtkamp et al., 2009). Liegt eine Thrombozytopenie
vor sind meist Blutungskomplikationen charakteristisch. Eine gesteigerte Infektanfilligkeit
kommt bei den MDS-Patienten vor, die einen Mangel an Leukozyten, insbesondere an

neutrophilen Granulozyten, aufweisen (Neukirchen ef al., 2009).

Als Ursache von MDS gilt hiufig eine langfristige Exposition gegeniiber Toxinen oder
radioaktiver Strahlung, aber auch Radio- und Chemotherapien oder vorausgehende
Komorbidititen. Klassifiziert werden myelodysplastische Syndrome typischerweise durch die

aktuell giiltige Weltgesundheitsorganisation WHO-Klassifikation (Tabelle 1), welche im
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Wesentlichen auf der zuvor giiltigen French-American-British-Association (FAB) Einteilung
basiert (Bennett er al.,, 1982). Dabei bilden die Anzahl der betroffenen Zellreihen,
Blastenanzahl und zytogenetische Befunde die Bewertungsgrundlage (Arber et al., 2016). Die
Prognose von MDS-Patienten, hinsichtlich des Gesamtiiberlebens und dem Risiko eines
Ubergangs in akute myeloische Leukimie, gestaltet sich ebenso heterogen wie der Phinotyp.
Dabei schwankt das Gesamtiiberleben von > 5 Jahren (RARS) bis zu <1 Jahr (RAEB-II)
(Germing et al., 2008). Bewertungsgrundlage stellt das Prognosesystem Revised-IPSS
(IPSSR) dar und erlaubt eine differenzierte Prognosestellung (Abbildung 4). In diesem
Prognosesystem werden MDS-Patienten in die fiinf Risikogruppen sehr niedrig, niedrig,
intermedidr, hoch und sehr hoch eingeteilt. Die fiir die Bewertung zugrunde liegenden
Parameter sind die Zytogenetik des Knochenmarks, der prozentualer Blastenanteil im

Knochenmark und die Zytopenieanzahl (Abbildung 4) (Greenberg et al., 2012).
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Tabelle 1: WHO-Klassifizierung myelodysplastischer Syndrome sowie deren Merkmale im Blut und

Knochenmark nach Stand 2016 (modifiziert nach Arber et al. 2010; Swerdlow et al. 2016).

MDS Typ

Zytopenien und Blasten im Blut

Knochenmarkbefunde und

Zytogenetik

MDS mit single lineage dysplasia
(MDS-SLD) (Friiher RA, RN, RT)

1-2 Zytopenien, Blasten <1 %

Blasten < 5 %,
keine Auerstibchen,

< 15 % Ringsideroblasten

MDS mit multilineage dysplasia
(MDS-MLD) (Friiher RCMD)

1-3 Zytopenien, Blasten < 1 %

Blasten < 5 %, keine Auerstdbchen,

< 15 % Ringsideroblasten

MDS mit single lineage dysplasia
und Ringsideroblasten (MDS-RS-
SLD) (Friiher RARS)

1-2 Zytopenien, Blasten <1 %

Blasten < 5 %, keine Auerstdbchen,
> 15 % Ringsideroblasten oder

> 5 % und SF3B1 Mutation

MDS mit multilineage dysplasia
und Ringsideroblasten (MDS-RS-
MLD) (Friiher RCMD-RS)

1-3 Zytopenien, Blasten < 1 %

Blasten <5 %, keine Auerstidbchen,
> 15 % Ringsideroblasten oder

> 5% und SF3B1 Mutation

MDS mit del(5q)

1-2 Zytopenien, Blasten <1 %

Blasten < 5 %, keine Auerstdbchen,
del(5q) allein oder mit 1
Zusatzanomalie (nicht von

Chromosom 7)

MDS mit Blastenvermehrung

(MDS EBI) (fiiiher RAEB 1)

1-3 Zytopenien, Blasten <5 %

Blasten < 10 %, keine Auerstdbchen

MDS mit Blastenvermehrung

(MDS EB2) (fiiiher RAEB 2)

1-3 Zytopenien, Blasten < 20 %

Blasten < 20 %, Auerstdbchen

mdglich

MDS unklassifiziert

a) MDSSLD mit Panzytopenie
b) MDSSLD/MDSMLD/MDSdel(5q)
mit 1 % Blasten im Blut
¢) MDS ohne eindeutige Dysplasien,
aber mit MDS definierender

chromosomaler Aberration

Blasten < 5 %, keine Auerstibchen
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Abbildung 4: Uberleben und Risiko des Ubergangs in AML von Patienten mit MDS nach IPSS-R.
Graphische Darstellung des A) kumulativen Uberlebens von 894 Patienten mit MDS gemiB WHO adapted
Prognostic Scoring System (WPSS) und B) des kumulativen Risikos eines Ubergangs in AML von 894 Patienten
mit MDS nach WPSS. Dargestellt sind fiinf Risikogruppen: sehr niedrig, niedrig, mittel, hoch und sehr hoch
(modifiziert nach Neukirchen et al., 2014).

Fir eine MDS Diagnose muss eine anhaltende Zytopenie vorliegen und entweder eine
Vermehrung von Blasten (5-19 %) im Knochenmark, eine Dysplasie von mind. 10 % der
Knochenmarkzellen oder eine MDS typische Chromosomenaberration vorliegen. Die
Diagnostik beinhaltet neben einer Blutuntersuchung auch eine zytologische und/oder
histologische Knochenmarkuntersuchung. Fiir die Suche nach spezifischen Aberrationen

bedarf es einer zytogenetischen Untersuchung des Knochenmarks (Valent et al., 2007).

Fir MDS gibt es bis dato keinen kausalen Therapieansatz. Meist steht die Behandlung der
durch die Zytopenien hervorgerufenen Symptome im Vordergrund. Dies kann durch
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Transfusion (Thrombozyten- und Erythrozytenkonzentraten), aber auch durch den Einsatz
von Wachstumsfaktoren (Erythropoietin, Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-
CSF)) oder Thrombopoietinanaloga erfolgen. Seit 2008 ist die Substanz 5-Azacitidine, ein
DNA-Methyltransferaseinhibitor, als Therapie generell fiir MDS in Europa zugelassen. Sie
soll die in MDS gefundenen pathologischen Hypermethylierungen von verschiedenen Genen
aufheben (Fenaux et al., 2009). Bei etwa zwei Drittel der Niedrigrisiko MDS-Patienten mit
isolierter Deletion 5q fiihrt die Substanz Lenalidomid zu einer anhaltenden Verbesserung (List
et al., 2006). Lenalidomid ist eine immunmodulierende Substanz, dessen Wirkung auf
verschiedenen Mechanismen beruht. Hauptsdchlich hemmt die Substanz die Proliferation
bestimmter hématopoetischer Tumorzellen und die Produktion entziindungsférdernder

Zytokine (Dimopoulos et al., 2007).

1.6 Akute myeloische Leukamie (AML)

MDS-Patienten haben ein 30-45 % erhdhtes Risiko einen Progress in eine akute myeloische
Leukdmie (AML) zu entwickeln (Abbildung 4) (Pleyer et al., 2016). Die akute myeloische
Leukémie ist, wie bei MDS, eine maligne Erkrankung des blutbildenden und lymphatischen
Systems und entsteht durch eine klonale Proliferation maligner, entarteter himatopoetischer
Zellen (Blasten). Die Inzidenz liegt bei etwa 4 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner,
steigt jedoch mit zunehmendem Lebensalter immer weiter an. Das mediane Alter bei
Erstdiagnose liegt bei 69 Jahren (Smith ez al., 2011). Unbehandelt fiihrt AML aufgrund der
Verdringung der normalen Himatopoese und den damit zusammenhingenden
Komplikationen zum Tod. AML umfasst eine Gruppe biologischer und klinischer Subtypen,
die sich in Verlauf und Prognose unterscheiden. Charakteristisch bei allen AML Subtypen ist
jedoch die Transformation myeloider Vorlduferzellen zu leukdmischen unreifen Blasten,
welche im Knochenmark klonal expandieren (Recher et al., 2005). Sie besitzen neben einem
eingeschrinkten Differenzierungspotential die Fahigkeit zur unkontrollierten Proliferation und
verdriangen damit die normale Hamatopoese (Estey und Dohner, 2006). Seit 1976 erfolgt die
Klassifikation durch die FAB. Diese basiert auf zytomorphologischen Kriterien, die oftmals
mit bestimmten Karyotypen assoziiert sind (Bennett er al, 1976). Seit 2008 erfolgt die
gingige Einteilung der AML nach der WHO-Klassifikation, welche auf die FAB-
Klassifikation aufbaut (Sabattini et al., 2010). Bei dieser werden neben zytomorphologischer
und zytochemischer Einteilung auch zyto- und molekulargenetische Merkmale und klinische
Faktoren zur Einteilung von AML beriicksichtigt (Tabelle 2). Laut WHO muss der Anteil der

Blasten, die der myeloischen Reihe zugeordnet werden konnen, bei mindestens 20 % liegen
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(Sabattini et al., 2010). Bei einem Blastenanteil von <20 % miissen typische chromosomale
Aberrationen (t(8;21), inv(16), t(15;17)) nachzuweisen sein, damit eine akute myeloische

Leuké&mie vorliegen kann (Sabattini et al., 2010).

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der akuten myeloischen Leukimie (AML). Abkiirzungen: CEBPA =
CCAAT/enhancer binding protein alpha; NPM1 = Nucleophosmin 1; MKL1 = Megakaryoblastic leukemia
(translocation) 1; MYH11 = Myosin heavy chain 11; RUNX1-RUNXIT1 = Runt-related transcription factor 1
translocated to 1; CBFB = Core-binding factor, beta subunit; PML = Promyelozytenleukimie; RARa = Retinoic
acid receptor-alpha; MLL-MLLT3 = Mixed-lineage leukemia translocated to chromosome 3; NUP214 =
Nucleoporin 214kDa; RPN1 = Ribophorin I, EVI1 = Ecotropic virus integration site 1 protein homolog; RBM15

= Ribonukleinsdure binding motif protein 15 (modifiziert nach Sabattini et al., 2010).

Kategorie Definition

AML mit t(8;21)(q22;q22); RUNXI1-RUNXIT]1

AML mit inv(16)(p13.1922) / t(16;16)(p13.1;q22); CBFBMYH11
Akute Promyelozytenleukdmie mit t(15;17)(q22;q12); PMLRARa
AML mit t(9;11)(p22;923); MLL-MLLT3

AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); RPN1- EVI1
AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15- MKL1
AML mit mutiertem NPM1 AML mit mutiertem CEBPA

AML mit rekurrenten
genetischen Anomalitdten

Akute Leukdmie mit morphologischen Merkmalen der Myelodysplasie oder ein
myelodysplastisches Syndrom (MDS) in der Vorgeschichte oder
myelodysplastische/ myeloproliferative Neoplasie (MDS/MPN)

Akute Leukdmie mit MDS-bedingter zytogenetischer Anomalitit

AML mit Myelodysplasie
assoziierten Verdnderungen

Therapieassoziierte akute myeloische Leukdmie (t-AML)
Therapieassoziiertes myelodysplastisches Syndrom (t-MDS)
Therapieassoziierte myelodysplastische/myeloproliferative Neoplasie (t-
MDS/MPN)

Therapieassoziierte
myeloische Neoplasie

Myeloische Proliferation
assoziiert mit dem
DownSyndrom

Transiente anomale Myelopoese
Myeloische Leukimie assoziiert mit Down Syndrom

Myeloisches Sarkom

Blastische plasmazytoide
dendritische Zellneoplasie

AML mit minimaler Differenzierung
AML ohne Maturation
AML mit Maturation

Akute myeloische
Leukdmie, nicht anders
spezifiziert

Akute myelomonozytische Leukdmie

Akute monoblastische/monozytische Leukédmie
Akute erythroide Leukdmie

Akute megakaryoblastische Leukémie

Akute basophile Leukdmie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose
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Aufgrund der vergleichbaren Pathogenese zu den MDS-Patienten dhnelt die Symptomatik in
AML-Patienten. Im Vordergrund stehen hierbei Beschwerden, die durch die Anémie,
Leukozytopenie/-pathie und Thrombozytopenie hervorgerufen werden. Dazu gehoren rasche
Ermiidbarkeit, Blédsse, Dyspnoe, Tachykardie, Fieber, Infektanfilligkeit und Blutungen
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Symptomatik der AML bei Erstdiagnose (Fritsch ez al., 2006).

Allgemeine Leistungsminderung, Schwiche, Blisse, Haufigkeit
Dyspnoe
Fieber 30-40 %
Knochenschmerzen 25 %
Lymphadenopathie, Splenomegalie 10-20 %
Petechien, Ecchymosen 15-20 %
Zahnfleischbluten 10-15 %
Gewichtsverlust, Nachtschweil 10-15 %
Hautinfiltrate 10 %
Rheologisch bedingte Symptome bei Hyperleukozytose 5%
Epistaxis 2%

Da AML, wie MDS, eine Knochenmark Erkrankung mit dhnlicher Pathogenese ist, sind die
diagnostischen Verfahren fiir AML dieselben wie fiir MDS (siche 1.5 Myelodysplastische
Syndrome (MDS)). Die Therapie von AML unterscheidet sich aber in grundlegenden Punkten
zu den MDS. Klassischerweise erfolgt bei AML eine zwei Phasen Therapie, mit der eine
komplette Remission (<5 % Blasten) im Knochenmark erreicht werden soll (Cheson ef al.,
2003). Initial erfolgt die Induktionstherapie nach dem sogenannten 3+7 Schema. Dabei wird
iblicherweise drei Tage der Stoff Anthrazyklin (Idarubicin, Daunorubicin) und sieben Tage
Cytosin-Arabinosid (Ara-C) verabreicht (Tallman et al.,, 2005). Anthrazykline sind
Zytostatika, deren Wirkweise hauptsdchlich auf die Bindung des Enzyms Topoisomerase Ila
basiert. Die Bindung an das Schliisselenzym der Zellteilung fiihrt zu dessen Inaktivierung.
Zudem haben Anthrazykline Auswirkungen auf die DNA und die Nukleinsduresynthese
(McGowan et al., 2017). Cytosin-Arabinoside sind wachstumshemmende Zytostatika. Thre
aktive, phosphorylierte Form wird anstelle des Nukleotids Cytidintriphosphat wihrend der
Replikation in die DNA eingebaut und wirkt somit zytotoxisch (Ellison ef al., 2016). Die
kombinierte Therapie mit Anthrazyklin und Ara-C fiihrt im gilinstigsten Fall zu einer
kompletten Remission. AnschlieBend folgt die Postremissionstherapie
(Konsolidierungstherapie), welche zum Erhalt der Remission dient. Diese besteht aus einer

Hochdosistherapie mit Ara-C oder einer Stammzelltransplantation (Mayer et al., 1994;
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Tallman et al., 2005). Die schlussendliche Wahl der Therapie ist jedoch abhédngig von der

Risikoeinteilung und dem Allgemeinzustand des Patienten (Dohner et al., 2010).

1.7 Die Rolle von Mesenchymalen Stromazellen (MSZ) in der

MDS/AML-Pathogenese

Bis dato beruhte die Forschung der Pathogenese von MDS und AML hauptsichlich auf der
Untersuchung der HSPZ, da die beiden Erkrankungen prinzipiell von den HSPZ ausgehen.
Durch wissenschaftliche und experimentelle Fortschritte in Bezug auf das Knochenmark-
Mikromilieu riickten in den letzten Jahren, neben den HSPZ, andere Komponenten des

Knochenmark-Mikromilieus immer mehr in den Fokus (Schepers et al., 2015).

Knochenmark-MSZ stehen im bidirektionalen Austausch mit den hdmatopoetischen HSPZ.
Aus dem Grund ist auch das Interesse von Knochenmark-MSZ in Bezug auf MDS und AML
in den letzten Jahren gewachsen (Schroeder et al., 2016). Es konnte gezeigt werden, dass bei
iiber einem Viertel der MDS-Patienten genetische Verdnderungen in Knochenmark-MSZ
vorliegen (Blau ef al., 2007). Des Weiteren wurden in MDS und auch in AML Verinderungen
auf transkriptionaler und translationaler Ebene beschrieben (Bruns et al., 2012; Frisch et al.,
2012). In Bezug auf die hdmatopoetische Unterstiitzung sowie die Proliferations- und
Differenzierungsfahigkeit lieferten diverse Studien aus den letzten Jahren widerspriichliche
Ergebnisse (Aanei et al., 2012; Lopez-Villar et al., 2009; Varga et al., 2007). Mittlerweile
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Knochenmark-MSZ der MDS-Subtypen strukturell,
epigenetisch und funktionell verdndert sind, was wursdchlich fiir eine gestorte
Stromaunterstiitzung ist und zu Defiziten der Himatopoese in MDS fiihrt (Geyh et al., 2013).
Neuste Ergebnisse zeigen, dass der Wachstumsfaktor transforming growth factor beta-1
(TGFPB1) eine relevante Rolle bei der Pathogenese von Knochenmark-MSZ in MDS und AML
spielt (Geyh et al., 2018a). Weiterhin wurde auch gezeigt, dass von Knochenmark-MSZ
sekretierte Faktoren wie G-CSF einen Einfluss auf HSPZ haben (Kose ef al., 2018). Auf
mRNA-Expressions- sowie auf Proteinebene konnte auch eine verdnderte Chemokin und
Zytokin Expression in MDS-MSZ gezeigt werden. Einige Faktoren, darunter Angiopeotin-1,
C-X-C Motif Ligand 1 (CXCLI), CC-Chemokinligand2 CCL2 und Kit-Ligand, zeigten eine
signifikant niedrigere Expression in MDS-MSZ. Dagegen exprimierten MDS-MSZ
Osteopontin, CXCL12 und Jagged-1 mehr als MSZ aus gesunden Probanden (Geyh et al.,
2013). Diese verdnderten  Expressionen  kOénnten mit einer  verminderten
Stammzellunterstiitzungskapazitit ~zusammenhingen. Trotz der Verdnderung von

Knochenmark-MSZ in hdmatopoetischen Erkrankungen konnte bis heute nicht eindeutig
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gekléart werden, ob MSZ eine aktive Rolle in der Entstehung von MDS und AML spielen oder
die Verdnderungen die Folge der hdmatopoetischen Erkrankungen sind. Aktuelle
Forschungsansitze zielen darauf ab die bidirektionale Kommunikation zwischen malignen

HSPZ, Zellen des Knochenmark-Mikromilieus und gesunden HSPZ zu entschliisseln.

1.8 Charakterisierung von mesenchymalen Stamm- und

Progenitorzellen mittels Proteom- und Sekretomanalyse
Fiir die Charakterisierung eines biologischen Systems haben sich globale Ansitze, wie z. B.
Transkriptom- und Genomanalyse oder auch Proteomanalyse als aussagekriftige Methoden
herausgestellt. Hierbei bietet die Proteomanalyse den Vorteil die Verdnderungen von
translatierten Genprodukten, den Proteinen, direkt zu analysieren. Als Proteom werden dabei
alle Proteine bezeichnet, die zu einem definierten Zeitpunkt und Zustand in einer Zelle, einem
Gewebe oder einem Organismus vorhanden sind (Wilkins et al., 1996). Das Proteom variiert
neben dem Abundanzbereich mit ca. sieben GroBenordnungen auch in der Anzahl der
Proteinvarianten (10000 bis 20000) (Aebersold et al., 2018; Feller und Aebersold, 2018; Kim
et al., 2014). Es ist im Gegensatz zum eher statischen Genom dynamisch und kann sich daher
in seiner qualitativen und quantitativen Proteinzusammensetzung aufgrund verdnderter
Bedingungen (Umweltfaktoren, Temperatur, Genexpression, Wirkstoffgabe, Stresssignale
etc.) verdndern (Anderson und Anderson, 1996; Liu ef al., 2016; Rehm und Letzel, 2010). In
der Proteomik werden Proteine in komplexen biologischen Systemen, unter Beriicksichtigung
moglicher Varianten (Isoformen) und Verdnderungen wie posttranslationale Modifikationen,
identifiziert und quantifiziert (Jungblut et al., 1999; Lottspeich, 2009). Bis dato beruhte die
Quantifizierung von Proteinen in eukaryotischen Zellen einzig auf Basis der Proteine (Gry et
al.,  2009). Jingste Fortschritte der auf Massenspektrometrie  basierenden
Proteinquantifizierungstechniken sowie quantitativer Sequenzierungsmethoden fiir mRNA
halfen in den letzten Jahren ein genaueres Bild der organismenweiten Korrelation zwischen

mRNA und Protein zu erhalten und den Einfluss der jeweiligen modifizierenden Parameter.

Dabei zeigte sich, dass mRNA-Konzentration und Proteinmengen bis zu 40 % korrelieren und
dies zum jetzigen Zeitpunkt eine Vorhersage der Proteinmenge aus Transkriptom Daten
schwierig macht (Maier et al., 2009; Schwanhausser et al., 2013; Wilhelm et al., 2014).
Mitunter kleine Verdnderungen in den Proteinmengen konnen jedoch grofle regulatorische
Effekte auf diverse Prozesse in der Zelle haben und folglich enormen Einfluss auf das
gesamte System nehmen (Liu ef al., 2016). Dies macht eine direkte Analyse der Proteine

unerldsslich. Ein weiterer Vorteil der Proteomik ist die Mdglichkeit verschiedene
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Kompartimente biologischer Systeme zu untersuchen. Hierbei lassen sich Proteine direkt in
den jeweiligen Kompartimenten, wie z. B. Zellkern, Zytosol oder extrazelluldrer Raum,
isolieren und somit analysieren (Lavallee-Adam et al., 2013). So stellt sich ein Teilbereich der
Proteomik, die Sekretomanalyse dar. Als Sekretom werden alle Proteine bezeichnet, die von
einem biologischen System sekretiert werden (Mukherjee und Mani, 2013). Beispiele von
sekretorischen Proteinen umfassen Hormone, Verdauungsenzyme, Zytokine, Chemokine,
Interferone (IFNs), koloniestimulierende Faktoren (CSFs), Wachstumsfaktoren und
Tumornekrosefaktoren (TNFs) (Mukherjee und Mani, 2013). Sekretierte Proteine, wie z. B.
transforming growth factor p (TGFB) oder vascular endothelial growth factor (VEGF),
spielen mitunter eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kommunikation,
Matrixremodellierung und Proliferation (Li et al, 2006). Grundsitzlich ldsst sich die
Sekretion von Proteinen in zwei unterschiedliche Sekretionstypen teilen. Der erste
Sekretionstyp ist die klassische Sekretion (Abbildung 5). Diese trifft fiir die meisten Proteine
mit einem Signalpeptid zu. Dieses Signalpeptid steuert ihre Insertion in das endoplasmatische
Retikulum (ER), von wo sie liber Vesikel abgegeben werden, um den Golgi-Apparat und die
Plasmamembran zu erreichen (Palade, 1975; Rabouille, 2017). Der zweite Sekretionstyp ist
die unkonventionelle Sekretion (UPS), welche auf Proteinen basiert die sekretiert werden
ohne den herkdmmlichen ER-Golgi-Sekretionsweg zu passieren. Dieser kann in 4
Mechanismen unterschieden werden. Die ersten 3 Mechanismen umfassen zytoplasmatische
»fihrerlose" Proteine, die die Plasmamembran durchqueren und im extrazelluliren Medium
aktiv sind, obwohl sie kein Signalpeptid besitzen. Diese ,,fiihrerlosen* Proteine werden auf bis
dato drei bekannten Wegen sezerniert: Typ 1: Porenvermittelte Translokation durch die
Plasmamembran; Typ 2: ABC-Transporter-basierte Sekretion und Typ 3:
Autophagosom/Endosom basiert (Abbildung 5). Die vierte Kategorie umfasst Proteine mit
einem Signalpeptid und/oder einer Transmembrandomine die in das ER eindringen, jedoch
auf ihrem Weg zur Plasmamembran den Golgi-Apparat umgehen. Dies wird auch Typ 4- oder
Golgi-Umgehungs-Pfad genannt (Abbildung 5) (Rabouille, 2017). Die Analyse
unkonventionell sezernierter Proteine gestaltet sich zum jetzigen Zeitpunkt als schwierig, da
die Mechanismen der unkonventionellen Sekretion nicht vollstindig geklért sind und nur eine
Handvoll verifizierte, unkonventionell sekretierte Proteine bekannt sind (Rabouille, 2017).
Entscheidend bei der Analyse von klassischen und unkonventionell sekretierten Proteinen
sind bis dato hauptsidchlich die Identifizierung von vorhergesagten Signalpeptiden bei
Proteinen. Fiir die Vorhersage von Signalpeptiden und/oder Transmembrandoménen kann auf

Datenbanken (z. B. UniProtKB-Datenbank) und Vorhersageprogramme (z. B. SignalP), bei
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denen diese Informationen fiir eine Vielzahl an Proteinen berechnet wird, zurlickgegriffen

werden (Bendtsen et al., 2004).

Extrazelluldrer Raum

Typ 2 UPS:
ABC-Transporter

Proteine ohne Signalpeptid-/
Transmembrandoméne

Zytoplasma

% CQ__D'/_’Q_Q& Plasmamembran

Abbildung 5: Wege der Sekretion. Proteine mit Signalpeptid/Transmembrandomine konnen klassisch
(schwarz) sekretiert werden oder iiber den Golgi-Bypass (griin) zur Plasmamembran transportiert werden.
Proteine ohne Signalpeptid/Transmembrandoméne koénnen nicht klassisch iiber Porenbildung (rot), ABC-
Transporter (blau) oder membrangebundene Organellen (orange) sekretiert werden (modifiziert nach Rabouille,

2017).

In der Sekretomanalyse werden Proteine, die iiber unkonventionelle Sekretionswege
ausgeschieden werden, hdufig vernachlissigt, was zu einem unvollstindigen Sekretom fiihrt.
Je nach Zellsystem konnen unkonventionell sekretierte Proteine im Bereich von 50 % des
Zellsekretoms liegen (Schira et al., 2015; Waldera Lupa et al., 2015). Eine verléssliche
Vorhersage von Proteinkandidaten fiir unkonventionelle Sekretion ist heute nicht verfiigbar.
Es gibt jedoch immer mehr experimentelle Daten, die zeigen, dass neben der klassischen
Proteinsekretion ein groBer Teil der sekretierten Proteine auf alternativen Wegen freigesetzt

wird (Pompa et al., 2017; Rabouille, 2017).

Der Goldstandard der Sekretomanalysen basiert auf Zellkultur basierenden Experimenten, bei
denen das Medium (Uberstand) von kultivierten Zellen, in denen sich die sekretierten Proteine
befinden, abgenommen wird (Skalnikova et al., 2011). Proteinreiche Mediumergidnzungen,

die bei der Kultivierung von Zellen eingesetzt werden, filhren zu einem starken
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kontaminierenden Hintergrund mit einer groBen Menge hochabundanter Proteine. Diese
konnen bei der anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse zu einer Verschiebung des
dynamischen Bereichs fiihren und einer Limitierung der Identifizierung von niedrig
abundanten Proteinen (Brown et al., 2012). Zudem kann es durch zellulire Proteine (Proteom)
aus apoptotischen Zellen zu Kontamination kommen (Severino et al., 2013). Eine weitere
Herausforderung ist die geringe Konzentration an sekretierten Proteinen (ng/ml -Skala) in
volumenreichen Zellkulturiiberstinden. Diese ist im Vergleich zu z. B. Zelllysaten relativ
gering, weswegen man grundsitzlich die Proteinmenge fiir die Analyse aufkonzentrieren
muss (Severino et al., 2013). Die anschlieende Analyse von klassisch und unkonventionell
sekretierten ~ Proteinen kann mit verschiedenen Techniken (z. B. 2D-PAGE,
Massenspektrometrie oder ELISA) durchgefiihrt werden (Villarreal er al, 2013). Diese
Analysen stellen einen wichtigen Bestandteil der Untersuchung der Zell-Zell-Kommunikation
dar und konnen beispielsweise zur Identifizierung von differentiell sekretierten Proteinen in
verschiedensten Erkrankungen filhren. Da der Fokus dieser Arbeit auf der
massenspektrometrischen Analyse von Proteinen liegt, wird darauf im néchsten Abschnitt

ndher eingegangen.

1.9 Die Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen mittels

Massenspektrometrie

Durch den technischen Fortschritt in der Massenspektrometrie und dem Vorteil der
gleichzeitigen Quantifizierung und Identifizierung von tausenden Proteinen wird diese Methodik
heutzutage hauptsichlich verwendet (Gillet ef al., 2016). Gegeniiber anderen Methoden (z. B.
2D-Gelelektrophrese, Immunmarkierung oder De-Novo-Sequenzierung) hat die
massenspektrometrische Analyse den Vorteil der hohen analytischen Genauigkeit der
Massenbestimmung (0,01-0,001 Da) sowie der Sensitivitit (Attomol Bereich) (Mann und
Kelleher, 2008). Man unterscheidet zwei massenspektrometrische Ansitze fiir die
Identifizierung von Proteinen: Zum einen die top-down- und zum anderen die bottom-up-
Methode. Die top-down-Methode dient der Identifizierung von intakten Proteinen. Die so zu
analysierenden intakten Proteine besitzen hohe Ladungszustinde, wodurch, nach
momentanem Stand der Technik, eine Intaktmessung von komplexen Proteingemischen nur
eingeschriankt moglich ist (Catherman et al., 2014). In der bottom-up-Methode werden die
Proteine zunéchst proteolytisch verdaut und nach der massenspektrometrischen Analyse
mittels Datenbankabgleichen wieder zusammengesetzt (Catherman et al., 2014). Fiir beide

massenspektrometrischen Methoden werden die komplexen Protein- oder Peptidgemische
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meist liber eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) aufgetrennt und mittels
Elektrosprayionisation, ESI (Fenn et al., 1989) oder die matrixunterstiitzte Laser-
Desorption/lonisation (matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI) (Karas und
Hillenkamp, 1988) von der Fliissig- in die Gasphase gebracht. Dabei werden niedrig geladene
Peptidionen gebildet (+1, +2, +3 und +4). AnschlieBend folgt die Analyse des Masse-zu-
Ladung-Verhiltnis (m/z) im Massenspektrometer (Fenn et al, 1989). Um zusitzliche
Informationen tiber die Sequenz zu erhalten besteht die Moglichkeit der Fragmentierung

bestimmter Mutterionen (Tandem MS).

In den letzten Jahren wurden verschiedenste Analysatoren fiir die Analyse von ESI-Peptiden
entwickelt. Zu den Analysatoren gehoren der Quadrupol- und Triplequadrupol (Q und QQQ),
die lineare lonenfalle (/inear ion trap, LIT), das Flugzeit-MS (quadrupole timeof-flight,
QToF), die dreidimensionale lonenfalle (three-dimensional ion trap, QIT) und die Orbitrap
(Haag, 2016). Dabei hat die Orbitrap, als jiingste Entwicklung der Ionenfallen-
Massenspektrometer, eine vergleichsweise gute Massenauflosung (bis 200000), hohe
Massengenauigkeit (2 ppm) und einen hohen Massenbereich (bislang bis 6000 m/z). Des
Weiteren konnen Analysen im Gegensatz zu anderen Massenspektrometern mit wenig
elektrischem Aufwand, ohne Magnetfelder durchgefiihrt werden (Makarov, 2000). Nichts
desto trotz hat jeder dieser Massenanalysatoren bestimmte Vor- und Nachteile und die Wahl
ist auBerdem abhingig davon, ob eine ungerichtete Analyse oder eine gerichtete Analyse
(z. B. selected reaction monitoring (SRM)) durchgefiihrt werden soll. Die ungerichtete
Analyse wird vorrangig bei komplexen Proben unbekannter Zusammensetzung verwendet,
die gerichtete Analyse hingegen zielt auf sensitive Detektion einzelner Proteine, wie z. B.
niedrig Abundante Zytokine, ab. Mittels der massenspektrometrischen Analyse ist es dariiber
hinaus moglich  Abundanzunterschiede =~ von Proteinen zwischen verschiedenen
experimentellen Bedingungen relativ, aber auch absolut zu quantifizieren. Die relative
Quantifizierung beruht auf dem Verhiltnis der Abundanzen in den verschiedenen
Probengruppen. Hierbei wird die Information der Abundanz einzelner Proteine zur
Kontrollgruppe erhalten. Mit der absoluten Quantifizierung kénnen genaue Konzentrationen
bestimmt werden, in dem ein Analyt mit bekannter Konzentration zur quantifizierenden Probe
eingebracht und die absolute Menge aus dem Verhidltnis der Signalintensititen bzw.
Signalflichen (bekannt/unbekannt) ermittelt wird (Bantscheff ez al., 2007; Desiderio und Kai,
1983). Grundsdtzlich stehen zwei Quantifizierungsvarianten zur Verfiigung. Die

markierungsfreie, auch label-free, Quantifizierung und die durch metabolische



Einleitung 19

Markierungsstrategien (z. B. stable isotope labeling by amino acids (SILAC). Die in dieser
Arbeit verwendete Quantifizierungsstrategie ist die markierungsfreie Quantifizierung. Diese
kann zum einen auf der Intensitit des Mutterions (area under the curve) oder zum anderen auf
dem spectral counting basieren (Liu et al., 2004). Beim spectral counting werden als MaB fiir
die Abundanz alle aufgenommenen Fragmentspektren genommen. Der Vorteil bei der
markierungsfreien Quantifizierung liegt darin, dass die Proteine nicht manipuliert werden, wie
z. B. durch eine metabolische Markierung, sondern direkt gemessen werden konnen. Sie setzt
aber dadurch eine hohe Reproduzierbarkeit der Fliissigchromatographie und des

analysierenden Massenspektrometers voraus (Cox und Mann, 2011).

1.10 Die Rolle der Bioinformatik in der Proteomanalyse

Die Verarbeitung und Analyse der Datenmengen, die durch massenspektrometrische
Analysen von Tausenden von Peptiden und Proteinen entstehen, geschieht auf
bioinformatorischer Ebene (Bessarabova et al., 2012; Kumar und Mann, 2009). Spezielle
Programme bzw. Algorithmen wie SEQUEST (Eng et al, 1994), Mascot (Perkins et al.,
1999) oder auch MS Amanda (Dorfer et al., 2014) konnen Proteine und Peptide aus
Peptidmassenspektren identifizieren und dariiber hinaus interpretieren. Herausforderungen
hierbei sind posttranslationale Modifikationen und auch iiberlesene Schnittstellen der
Protease, welche zu einem enormen Rechenaufwand fithren. Um den Unterschied zwischen
verschiedenen experimentellen Bedingungen zu interpretieren ist zudem eine Quantifizierung
(relativ oder absolut) der Proteine von Néten. Die Quantifizierung von Proteinen kann mittels
verschiedener Programme, die alle ihren eigenen Algorithmus haben und auf den oben
genannten  Parametern  beruhen, durchgefiihrt werden. Zu den  géngigsten
Quantifizierungsprogrammen zdhlen MaxQuant (Cox und Mann, 2008) oder Progenesis

(Nonlinear Dynamics).

Fiir weitergehende funktionelle Analysen der Proteine werden meist Anreicherungsanalysen
durchgefiihrt. Dabei werden hiufig Gennamen oder Protein-IDs Ontologie-Begriffen (z. B.
Biologischen Prozessen, molekularen Funktionen oder zelluliren Kompartimenten) einer
Datenbank (z. B. Gene Ontology-Datenbank) zugeordnet und zu einem Bezugsproteom in
Relation gesetzt (Bessarabova et al., 2012). Fiir die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen
stehen sogenannte Netzwerk-Analysen, zum Aufzeigen moglicher verdnderter Signalwege oder
Prozesse, zur Verfiigung, wie z. B. STRING oder Cytoscape. Dabei generiert die integrative
Auswertung der verschiedenen Techniken (Proteomik, Transkriptomik und Metabolomik)

enorme Datensitze, die die Verwendung bioinformatorischer Verfahren unerldsslich macht.
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Sekretierte Proteine lassen sich nur bedingt durch bioinformatorische Losungen vorhersagen.
Da die Signalpeptid-Hypothese fiir den klassischen Sekretionsweg gut etabliert ist, konnen
klassisch sekretierte Proteine zuverldssig bestimmt werden indem das Signalpeptid mittels
Algorithmen bestimmt wird (Petersen et al., 2011). Die Datenbank UniProtKB beispielsweise
wendet 4 Algorithmen an (Phobius (Kall et al., 2007), Predotar (Small et al., 2004), SignalP
(Petersen et al., 2011) und TargetP (Emanuelsson et al., 2007)). Mindestens zwei Verfahren
miissen ein positives Signalpeptid als Kandidat fiir die klassische Sekretion vorhersagen. In
der jiingsten Version von UniprotKB (November 2018, 20410 {iiberpriifte menschliche
Proteine) wurden 3655 Proteine mit einem Signalpeptid annotiert, obwohl von denen
vorhergesagt wurde, dass 2031 Proteine sekretiert werden. Zusammenfassend repriasentieren
ungefdhr 10 % des menschlichen Proteoms Kandidatenproteine des klassischen
Sekretionswegs. Eine verldssliche Vorhersage von Proteinkandidaten fiir unkonventionelle

Sekretion durch bioinformatorische Programme ist bis heute nicht verfiigbar.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die sekretierten Proteine von Zellen, das Sekretom, spielen eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kommunikation und Proliferation. Mesenchymale
Stromazellen (MSZ) im Knochenmark stehen durch sekretierte Proteine im bidirektionalen
Austausch mit hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen (HSPZ), die fiir die
Blutbildung verantwortlich sind. Im Rahmen dieser Arbeit soll zur Aufkldrung der
Wechselwirkung von Knochenmark-MSZ und HPSZ, durch Massenspektrometrie-basierte
Sekretomanalyse von Knochenmark-MSZ, die Rolle von sekretierten Proteinen im Kontext
von myelodyplastischen Syndromen und akuter myeloischer Leukdmie geklart werden. Um

dieses Ziel zu erreichen, wurden folgende Arbeiten durchgefiihrt:

e Charakterisierung des Sekretoms von humanen gesunden mesenchymalen

Stromazellen (MSZ) aus dem Knochenmark durch massenspektrometrische Analyse.

e Planung wund Durchfiihrung einer differentiellen Sekretomanalyse mittels
Massenspektrometrie von MSZ aus gesunden sowie MDS- und AML-Patienten unter

Verwendung der markierungsfreien MS-Analyse.

e Einfluss von differentiell unterschiedlich sekretierten Proteinen zwischen gesunden
und hidmatopoetisch kranken Knochenmark-MSZ auf die biologische Funktion von

hidmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ)

Mit Hilfe der durchgefiihrten Arbeiten soll die bisher noch nicht verstandene Rolle der von
Knochenmark-MSZ sekretierten Proteine in MDS und AML eingehend untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Materialien
Tabelle 4: Laborgerite

Produkt Hersteller
Anti-Statikum, Zerostat 3 Sigma, Miinchen
CASY® Zellzdhler TTC Roche

Feinwaage, Entris Sartorius, Gottingen
Folienschweil3gerit Severin, Sundern

Heizschiittler, MKR 13

Hettich Benelux, Geldermalsen, Niederlande

Heizschittler, MKR 13

Hettich Benelux, Geldermalsen, Niederlande

Inkubator

Binder, Tuttlingen

Laser Scanner, Typhoon 9400

GE Healthcare, Miinchen

Magnetriihrer, KS250 bacis

Ika, Staufen

Massenspektrometer, QExactive

Thermo Fisher Scientific, Bremen

Milli-Q® Integral
Wasseraufbereitungssystem

Merck Millipore, Darmstadt

Molecular Image ChemiDoc XRS+

Bio-Rad, Hercules, USA

PAGE-Kammer, 1D-PAGE

Thermo Fisher Scientific

pH-Meter

Mettler Toledo, Gieflen

Pipetten Research Plus

Eppendorf, Hamburg

Plattenlesegerit, DTX 880

Beckman Coulter, Krefeld

Plattformschiittler, KS250 basic

Ika, Staufen

Plattformschiittler, Unimax 1010

Heidolph, Schwabach

Prizisionswaage, 822

Kern, Balingen-Frommern

Préazisionswaage, PCB

Kern, Balingen-Frommern

Probenschiittler, HulaMixer

Thermo Fisher Scientific

Scanner, ViewPix 700

Biostep, Burkhardtsdorf

Semi-Dry Blotter, Multiphor 11

Amersham Pharmacia Biotech

Spannungsgerit, Consort E§15

Sigma, Miinchen

Spannungsgerit, EPS 301

Amersham Pharmacia Biotech

Tischzentrifuge, Mikro 20

Hettich, Miilheim an der Ruhr

Tischzentrifuge, Mikro 220R

Hettich, Miilheim an der Ruhr

Tissue Lyser LT

QIAGEN, Hilden

Ultraschallbad, Sonorex

Bandelin, Berlin

Vakuumkonzentrator, 5301

Eppendorf, Hamburg




Material und Methoden

23

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Amicon Ultra 0,5 ml 3K

Merck, Darmstadt

Analytische Sdule

Thermo Fisher Scientific, Bremen

CD34 MicroBead Kit (human)

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Dispenser-Spitzen

Eppendorf, Hamburg

ESI-Nadeln New Objective, Woburn, USA
Falcons 15, 50 ml Eppendorf, Hamburg
Kapillarvorsiule Thermo Fisher Scientific, Bremen
Kryor6éhrchen (2ml) Greiner bio-one (Frickenhausen)

LS-Magnetsdule

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

MidiMACS Magenetischer Zellseparator

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Mikrotiterplatten

Greiner, Frickenhausen

PCR-Reaktionsplatte (96-well)

Applied Biosystems (Warrington, UK)

PCR-Sofistripes (0,2ml)

Eppendorf (Hamburg)

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen mit Filter

Biozym (Hessisch Oldendorf)

PVDF-Membran Immobilon®-FL

Merck Millipore, Darmstadt

QIAShredder Qiagen (Hilden)

Reaktionsgefalle 0,5; 1,5; 2 ul Eppendorf, Hamburg

RNase-Free DNase Set Qiagen (Hilden)

RNeasy Micro Kit Qiagen (Hilden)

RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)

Stripetten Corning Incorporated Costar (NY, USA)

Vivaspin 15R (3kDa)

Sartorius, Gottingen, Germany

Zeba Desalting Spin Columns

Thermo Fisher Scientific, Bremen

Zellkulturflaschen (T25 cm2, T75cm?2)

Corning Incorporated Costar (NY, USA)

Zellkulturplatten (6-, 24-well)

Corning Incorporated Costar (NY, USA)

Zellkulturplatten (96-well)

Greiner bio-one Cellstar (Frickenhausen)

Tabelle 6: Chemikalien

Produkt Hersteller

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

Acetonitril Sigma

Ammoniumbicarbonat Fluka

Aqua dest. Spiillésung Delta Select (Dreieich)

Ascorbinsdure SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Dexamethason SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Dithiothreitol (DTT) Serva/ Invitrogen/Life Technologies

(Darmstadt)

DMEM (low glucose 1 g/1, high glucose
4,5 g/

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

DNase I, Amplification Grade

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt)

dNTP Mix (10mM)

Invitrogen/Life Technologies
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(Darmstadt)
Erythropoietin Roche (Mannheim)
Ethanol 99,5 %, vergillt VWR
Ethanol absolut Merck (Darmstadt)
Ethanol, absolut Sigma
FBS (Fetal Bovine Serum) Biochrom AG (Berlin)
FBS (Langzeitzellkultur) STEMCELL Technologies
(Vancouver,
Kanada)
Formaldehyd (4 %) Otto Fischer GmbH & Co KG
(Saarbriicken)
HPGM (Hematopoietic Progenitor Growth SIGMA-Aldrich (Steinheim)
Medium)
lodoacetamid Sigma
Isopropanol Merck (Darmstadt)
Kaliumhexacyanoferrat I1I K3[Fe(CN)6] Merck

L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin (PSG)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Lysepuffer

Zentralapotheke Uniklinik

Diisseldorf
Magermilchpulver Fluka
Methylzellulose (MethoCult H4534) STEMCELL Technologies (Kanada)
MOPS Sigma
Natriumacetat Sigma
Natriumcarbonat Merck
Natriumchlorid Sigma
Natriumdeoxycholat Sigma
Natriumdodecylsulfat Sigma
Natriumthiosulfat Pentahydrat Fluka
Natriumthiosulfat-Pentahydrat Merck (Darmstadt)

Nu PAGE 4-12 % Bis-Tris Gel

Thermo Fisher Scientific

Oligo dT18-20 (50uM)

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt)

Page Ruler PreStained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

PBS (Phosphate buffered saline) pH7,3

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

Pierce® 660 nm Protein Assay

Thermo Fisher Scientific

RTMC Peptid Retention Mix

Thermo Fisher Scientific

Power SYBR Green PCR Master Mix (2x)

Applied Biosystems (Warrington,
UK)

RNase OUT (40U/ul) Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt)
Silbernitrat Sigma

3-Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol)

SIGMA-Aldrich (Steinheim)

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

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt)

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Kit

Thermo Fisher Scientific

Taq DNA Polymerase (F-530 Phusion®)

Finnzymes/Thermo Scientific
(Schwerte)

Tricin

Sigma

Triethanolamin

Merck, Darmstadt
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Trizma base Sigma

Trypanblau (0,4 %) SIGMA-Aldrich (Steinheim)
Trypsin/EDTA (10x) SIGMA-Aldrich (Steinheim)
Tween 20 Sigma

Tabelle 7: Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung

Anodenpuffer 126 g Harnstoff

35 ml Phosphorséure (85 % )
dH20 (Gesamtvolumen 700 ml )

BDP FL NHS-Ester Stammldsung

0,5 mg BDP FL NHS-Ester
1284 pl Dimethylformamid (DMF)

Bindungspuffer 1 M Glykolsdure
80 % Acetonitril
5% TFA
Blockierlsung 2 % ECL Prime
in 50 ml TBST
DTT 1,4 M in 100 mM NH4HCO:;

DTT fir In-Gel-Verdau

7,14 ul 1,4 M DTT
995 ul 50mM NH4HCO3

Entfarbelosung 1

30 mM Natriumthiosulfat

Entfarbeldsung 2

100 mM Kaliumhexacyanoferrat

Extraktionslésung (Gelbande)

50 % TFA (aus 0,1 %iger Losung)
50 % Acetonitril

GroBenstandard Page Ruler PreStaind Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific

Hinterkolbenspiilung 10 % Isopropanol

HPGM Proliferationsmedium fiir CD34+ HPGM
20 % FBS

1 % PSG, 100 U/ml
IL3, IL6 und SCF (10 ng/ml)
FLT3 (20 ng/ml)

TIAA fur In-Gel-Verdau

55 mM lodacetamid

in 50mM NH4HCO3
Kathodenpuffer 300 mM Aminocapronsdure

30 mM Tris
LC-MS Losemittel A 0,1 % TFA
LC-MS-Lo6semittel B 0,1 % FA

84 % ACN
Lysepuffer 7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

4 % Chaps

30 mM Tris-HCL
MACS Puffer 500 ml PBS

1,5 ml HAS (5 %)
1,5ml EDTA (0,5 M)

MOPS Puffer, 20-fach konzentriert

1M MOPS
1M Tris Base
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2 % SDS
20 mM EDTA
pH 7,7

MSZ Kulturmedium

DMEM (low glucose)
30 % FBS
1 % PSG

MSZ Kulturmedium (Serumfrei)

DMEM (low glucose)
1 % PSG

RLT-Puffer + B-Mercaptoethanol

5 ml RLT-Puffer (Qiagen)
50 ul B-Mercaptoethanol

SDS-Probenpuffer, 4-fach konzentriert

600 mM DTT (wurde bei Bedarf verwendet)
30 % Glycerin

12 % SDS

150 mM Tris/HCI pH 7,0

wenig Bromphenolblau

Silberfarbung Losung A 50 % EtOH

10 % Essigsdure
Silberfiarbung Losung B 30 % EtOH

500 mM Natriumacetat

8 mM Natriumthiosulfat
Silberfarbung Losung C 6 mM Silbernitrat
Silberfarbung Losung D 236 mM Natriumcarbonat
Silberfarbung Losung E 236 mM Natriumcarbonat

0,01 % Formaldehyd
Silberfarbung Losung F 50 mM EDTA
TBS, 10-fach konzentriert 100 mM Tris Base

1,5 M NaCl

pH 8
TBST 50 mM Tris

150 mM NaCl

0,1 % Tween 20

Trypsin Losung fiir Proteinverdau

0,033 pg/pl Trypsin in 50 mM NH4HCO;3;

Ureapuffer

7 M Harnstoff
2M Thioharnstoff
30 mM Tris-HCL

Waschlosung A

10 mM Ammoniumhydrogencarbonat

Waschlosung B

50 % 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat
50 % Acetonitril (v/v)
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3.1.2 Primer

Fiir die PCR Analysen wurden viele der in Tabelle 8 aufgefiihrten Primer eigenstindig mit
den Online-Plattformen NCBI, Primer Blast (NCBI- Blast- Tool), Ensembl Genome Browser
und Oligo Analyzer-Integrated DNA Technologies gestaltet. Bestellt wurden alle Primer bei

der Firma Biolegio (Nijmegen, Niederlande).

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

Tabelle 8: Auflistung verwendeter Primer

Primer Annealing- Produkt
NM Sequenz Sequenzen 5°_ 3’ g grofle
Paar temperatur
[bp]
fwd:
TGCACCACCAACTGCTTAGC
Gapdh | NM_002046.4 rev: 60 °C 110
ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT
G
fwd:
FSTL3 | NM_005860.2 | OCTOCTCCAGACTOATATC 58 °C 149
CGCACGAATCTTTGCAGG
3.1.3 Antikérper
Tabelle 9: Primére Antikorper
Antikorper Quelle (Bestellnr.) Spezies Verdiinnung WB
Anti-SMAD2 Cell Signaling Hase monoklonal 1:1000
(5339)
Anti-Phospho- Cell Signaling .
SMAD? (3108) Hase monoklonal 1:1000
Thermo Fisher
AGT Scientific Hase polyklonal 1:1000
(PA5-11572)
) R&D Systems
SerpinE1 (MAB1786) Maus monoklonal 1 pg/ml
) Abcam )
Beta-Tubulin (ab6046) Hase polyklonal 1:500



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: Sekundére Antikorper

Antikorper Quelle (Bestellnr.) Spezies | Verdiinnung WB
Anti-Hase IgG HRP Cell Signaling Technology | /.. 1:5000
(7074)

Anti-Hase IgG Alexa . . )

Fluor 555 Invitrogen (A21429) Ziege 1:5000
Anti-Maus TeG Hrp | Cell Signaling Technology | e 1:5000
(7076)

3.1.4 Software
Tabelle 11: Verwendete Software
Software Hersteller
Chromeleon Thermo Fisher Scientific
Mascot Matrix Science, London, UK
Max Quant Max Planck Institut fiir Biochemie,
Martinsried
Perseus Max Planck Institut fiir Biochemie,
Martinsried
Progenesis Nonlinear Dynamics

Proteome Discoverer

Thermo Fisher Scientific

Tune/X-Calibur

Thermo Fisher Scientific

3.1.5 Zelllinien

In den Behandlungsexperimenten wurden die beiden Suspensionszelllinien HL-60 (Akute
promyelozytische Leukidmie) und THP-1 (AML Zelllinie) eingesetzt. Beide Zelllinien

stammen vom DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

3.1.6 Patientencharakteristika

Die in dieser Arbeit verwendeten MSZ und HSPZ wurden aus dem Knochenmark von
Patienten mit MDS oder AML Diagnose, nach Erteilung deren Einverstdndnisses, isoliert. Als

gesunde Kontrollen dienten MSZ und HSPZ aus Knochengewebe von himatologisch

gesunden Patienten, die in der hiesigen Orthopiddischen Klinik einen Hiiftersatz erhielten.
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Tabelle 12: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten MDS/AML-Patienten und gesunden
Probanden fiir die Aufarbeitung von MSZ und/oder HSPZ

Probanden Anzahl Medianes Alter
Gesunde Probanden 26 68 (13 - 83)
Minnlich 16
Weiblich 10
MDS-Patienten 16 63 (42 - 89)
Minnlich 12
Weiblich 4
RCMD 6
MDS-MLD 1
MDS-RS MLD 3
MDS EB1 1
MDS EB2 5
AMUL-Patienten 24 57 (26-79)
Minnlich 14
Weiblich 10
AML-NOS 12
Sekundéire AML (sAML) 12
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3.2 Methoden

3.21 Zellkultur
Die Zellkulturarbeit wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei

37 °C, 21 % Oz und 5 % COz kultiviert.

3.2.1.1 Isolation der mononuklearen Zellfraktion aus dem Knochenmark

Das Volumen der Knochenmarkprobe wurde auf 15 ml Ficoll (LSM 1077) aufgeschichtet
und, um die mononukledre Zellfraktion (MNZ) zu isolieren, zentrifugiert (ohne Bremse,
835 g/ 20 min/ 20 °C). Aus den entstandenen Phasen wurde die Interphase (weifler Ring)
unterhalb des Plasmas abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon iiberfiihrt. Und dann nach
zweimaligem Waschen mit PBS erneut zentrifugiert (bei 300 g, 10 min bei 4 °C).
AnschlieBend folgte die Hadmolyse der Erythrozyten (Pellet) mit einer 4 °C kalten
Ammoniumchlorid-Lésung. Nach 5-10 min Inkubation bei Raumtemperatur (RT) und
anschlieendem zweimaligem Waschen mit MACS Puffer (500 ml PBS + 1,5 ml HSA (5 %)
+ 1,5 ml EDTA (0,5 M)) wurde die Losung zentrifugiert (300 g, 10 min, 4 °C). Das Pellet
wurde erneut in 50 ml MACS Puffer resuspendiert und die Zellzahl am CASY® Zellzdhler
TTC (Roche) bestimmt. Nach erneuter Zentrifugation (300 g, 10 min, 4 °C) wurde die MNZ
Fraktion fiir die Generierung von MSZ und/oder zur Isolation von CD34+ HSPZ verwendet
(sieche Punkt 3.2.1.2 und 3.2.1.3).

3.2.1.2 Isolation und Kultivierung der CD34+ HSPZ

Fiir die Isolation der CD34+ HSPZ wurde der Uberstand der in 3.2.1.1 zentrifugierten MNZ
verworfen und die CD34+ HSPZ mittels magnetischer Zellseparation (Midi MACS Technik
(Miltenyi) nach dem Protokoll (Tabelle 13) des Herstellers durchgefiihrt.
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Tabelle 13: Protokoll zur Isolation der CD34+ HSPZ

Nummer Schritt Ausfithrung

1 Féarbung der MNZ 1x10% MNZ in 300 ul MACS Puffer
resuspendieren und 100 pl Blockungsreagenz +
100 pl Antikorper (magneto bead konjugiert)

2 Inkubation 30 min Inkubation bei 4 °C
3 Waschen Auffillen auf 50 ml mit MACS Puffer
4 MACS Isolation e 3 ml MACS Puffer zur Aquilibrierung der LS-

Sdule im Magnethalter

e Aufnahme der MNZ in 1-2 ml MACS Puffer
und auf LS-Saule tiberfiihren

e Nach Durchlauf, LS Siule zweimal mit 7 ml
MACS Puffer spiilen

e Flution der Probe mit 7 ml MACS Puffer und
Druckkolben auflerhalb des Magnethalters

()}

Zentrifugation Zentrifugation der HSPZ (300 g, 10 min, 4 °C)

6 Zellzahlbestimmung Zellzahlbestimmung mittels CASY

Fiir CD34+ HSPZ Pellets wurden diese bei 6000 g, 5 min, 4 °C zentrifugiert und anschlieBend
in RLT-Puffer + B-Mercaptoethanol aufgenommen und bei -80 °C eingefroren, bevor die
RNA Isolation durchgefiihrt worden ist (3.2.2.1). Fiir die Behandlungsversuche der CD34+
HSPZ wurden die Zellen in CD34+ HPGM Proliferationsmedium aufgenommen und 0,2x10°
Zellen in 3 ml Medium auf eine 6-Well Platte gegeben und je nach Experiment mit Faktoren
in Ko-Kultur behandelt. Die Zellen wurden 3 Tage kultiviert und anschlieend geerntet. Dafiir
wurden die 3 ml Medium mit den Zellen in 15 ml Falcons iiberfiihrt. Nach Bestimmung der
Zellzahl mittels CASY wurden 400 Zellen fiir den CFU abgenommen (s. 3.2.1.7). Die Falcons
wurden anschlieBend mit PBS auf 15 ml aufgefiillt und zentrifugiert (300 g, 10 min, 4 °C).
Der Uberstand wurde verworfen und es folgte ein Waschschritt mit PBS. Nach erneuter
Zentrifugation (300 g, 10 min, 4 °C) wurden die Pellets in RLT-Puffer + B-Mercaptoethanol

aufgenommen und bei -80 °C eingefroren.

3.2.1.3 Generierung und Kultivierung der MSZ aus dem Knochenmark

Die MNC Fraktion aus dem Knochenmark (s. 3.2.1.1) wurde pelletiert und in einer Zelldichte
von 2x107 — 3x107 auf eine T75 cm? Zellkulturflasche in MSZ Medium (DMEM low glucose,
30% FBS, 1% PSG) als Primérkultur ausplattiert. Der Mediumwechsel erfolgte dabei
wochentlich. Das Auftreten von Kolonien in den Primarkulturen der MSZ konnte nach 14-21
Tagen beobachtet werden (probenabhingig). Zellkolonien mit > 50 Zellen wurden

mikroskopisch ausgezihlt und auf 1x10” MNC normiert. Bei einer MSZ Konfluenz von 70-
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80 % wurden die Zellen geerntet. Fiir die Ernte wurde das Medium aufgefangen, die Zellen
mit PBS gespiilt und anschlieBend mit PBS bedeckt und 5 min bei 37 °C inkubiert. Die
Ablosung der Zellen erfolgte mit 1x Trypsin in PBS fiir 5 min bei 37 °C und wurde
mikroskopisch kontrolliert, bevor, durch leichte Schlige gegen die Zellkulturflasche, die
adhdrenten Zellen abgelost wurden. Das Stoppen der Enzymreaktion des Trypsins erfolgte
durch die Zugabe des zuvor aufgefangenen Mediums. Nach Zentrifugation (397 g, 7 min,
4 °C) wurde das Pellet in neuem MSZ Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl mittels
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. AnschlieBend wurden, je nach Experiment die Zellen neu

ausplattiert oder pelletiert (durch einen zusitzlichen Waschschritt mit PBS).

3.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Zellen der MSZ wurden mittels Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Dafiir wurden 10 pl
Zellsuspension mit 10 pul Trypanblau (0,4 %) vermischt. Tote Zellen erschienen dunkelblau
durch die Einlagerung des Trypanblaus in die Zellmembran. Die lebenden Zellen wurden in 4

GroBquadraten gezdhlt und die Zellzahl mittels folgender Formel ermittelt:
Zellzahl / 4 x 2 x 10000 x Volumen (ml)

3.2.1.5 Serumfreie Kultivierung der MSZ

Fir die massenspektrometrischen Sekretom- und Proteomanalysen wurde die MSZ fiir 48
Stunden serumfrei kultiviert, um mdgliche Serumkontaminationen zu vermeiden. Dafiir
wurden die kultivierten MSZ (s. 3.2.1.3) in Passage 3-4 bei einer Konfluenz von ca. 80 %
zweimal mit PBS gewaschen und fiir 48 Stunden mit MSZ Kulturmedium (serumfrei)
inkubiert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand abgenommen (Sekretom) und mit einem

0,45 um Filter steril filtriert. Die Zellpellets wurden wie in 3.2.1.3 beschrieben geerntet.
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3.2.1.6 Wachstumskinetik
Um das Wachstumsverhalten von HSPZ zu analysieren, wurden die kumulativen

Populationsverdopplungen (Cumulative Population Doublings, CPD) berechnet:

nl
_ g G
~ log?2

CPD = ZPD

PD= Population doublings (dt. Populationsverdopplungen)
n0= Anzahl ausplattierter Zellen
nl= Anzahl geernteter Zellen

3.2.1.7 Der Colony Forming Unit (CFU)-basierte Adhdsionsassay

Wihrend der Differenzierung zu reifen Blutzellen durchlaufen die Nachkommen von HSPZ
Zwischenstufen, einschlielich multipotentieller Vorlduferzellen (HSPZ), bevor sie reif
werden (Seita und Weissman, 2010). Wenn HSPZ in einer geeigneten halbfesten Matrix
kultiviert werden, proliferieren und differenzieren individuelle Vorlduferzellen, die
koloniebildende Einheiten (CFUs) genannt werden. Und sie bilden diskrete Zellcluster oder
Kolonien aus. Somit liefern die Anzahl und Typen von Kolonien, die in einem Colony
Forming Unit (CFU)-basierte Adhésionsassay gezédhlt wurden, Informationen {iber die
Héaufigkeit und Arten von Vorlduferzellen, die in der urspriinglichen Zellpopulation
vorhanden sind. Zusétzlich kann man ihre Fahigkeit der Proliferation und Differenzierung
analysieren. Fiir den Assay wurden 400 HSPZ mit Methylzellulose Medium (MethoCult
H4434, Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada) in eine 24 Multiwell Platte als Duplikat
fiir 14 Tage bei 37 °C, 5 % CO» inkubiert. Erythrozyten Vorliuferzellen (BFU-E, CFU-E)
und Granulozyt- Makrophagen Vorlauferzellen (CFU-GM, CFU-G und CFU-M) wurden nach
Morphologie, Grofle und Farbe der Kolonien mikroskopisch gezdhlt und der Mittelwert der

Kolonien zwischen den Duplikaten gebildet.
3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 RNAIsolation
Die RNA Isolation von MSZ Pellets und HSPZ erfolgte je nach Zellzahl mit dem RNeasy
Mini oder Micro Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Zusétzlich wurde der optionale

DNase Verdau durchgefiihrt.
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3.2.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration mittels Nanodrop® ND-1000
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte durch ein Spektralphotometer (Nanodrop®
ND-1000). Eingesetzt wurden 1,5 pl Probe.

3.2.2.3 cDNA Synthese durch reverse Transkriptase

Die cDNA Synthese der MSZ und HSPZ erfolgte durch die Superscript II Reverse
Transcriptase und Oligo dT Primer nach Herstellerangaben (Invitrogen) an einem
Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf. Dafiir wurde die RNA zunichst mit DEPC
behandeltem Wasser, ANTP Mix und Oligo dT Primer (Endvolumen 20 pl) bei 65 °C, 5 min
denaturiert. Nach 1 min Abkiihlung auf Eis wurde der Master Mix II (5x First Strand Puffer,
DTT (0,1 mM), RNase OUT (40 U/ml)) zu den einzelnen Proben hinzugegeben und bei
42 °C, 50 min inkubiert. Die Inaktivierung der Reaktion erfolgte bei 70 °C fiir 15 min bevor

die Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) gestartet werden konnte.

3.2.2.4 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (qRT-PCR) ermoglicht die
Quantifizierung der Produkte durch Fluoreszenz Messungen, die pro Zyklus, wihrend der
Messungen erstellt werden. Die Fluoreszenz nimmt dabei mit vorhandenem PCR Produkt
proportional zu. Dafiir wurden der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (SYBR Green PCR
Master Mix, Applied Biosystems) und oligospezifische Primer verwendet. Dabei erfolgte die
Reaktion in Duplikaten und das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) diente als Referenzkontrolle. Die Anderung der Genexpression wurde durch die
AACt-Methode berechnet.

3.2.3 Proteinanalytik

3.2.3.1 Zellaufschluss

Fiir den Aufschluss der MSZ Zellpellets (Proteom) wurde das Gewicht der Pellets bestimmt
und die dreifache Menge an Lyse-Puffer hinzugeben. Anschlieend wurde mittels einer 5 mm
Stahlkugel eine Minute bei 40 Hz im Tissue Lyser (Qiagen) geschiittelt und dadurch lysiert.
Danach folgte die Beschallung im Ultraschallbad fiir 6 mal 10 Sekunden. Die Zelltrimmer
wurden anschlieBend bei 4 °C und 16000 g fiir 15 min abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde
ein weiteres Mal mit doppelter Menge Lyse-Puffer wiederholt. 1-3 pl des Lysates wurden zur

Proteinbestimmung genutzt (s. 3.2.3.3).



Material und Methoden 35

Die HSPZ Zellpellets wurden gleichzeitig mit der RNA Extraktion (s. 3.2.2.1)
aufgeschlossen. Dies erfolge mit dem RNeasy Mini oder Micro Kit (Qiagen) nach Anleitung
des Herstellers. Die Proteine wurden hierbei durch eine Aceton-Fillung mit dem 4-fachen
Volumen an Aceton prizipitiert, anschlieBend abzentrifugiert und gewaschen, bevor eine

Proteinbestimmung durchgefiihrt wurde.

3.2.3.2 Aufarbeitung der MSZ Uberstinde (Sekretome)

Da die Proteinkonzentration in den geernteten Uberstéinden (Sekretome) der MSZ sehr gering
war, wurden diese in einem ersten Schritt aufkonzentriert. Dafiir wurden Vivaspin 15R
Ultrafiltrationssdulen mit einer 3 kDa Molekularsperre benutzt (Sartorius, Gottingen,
Germany). Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die aufkonzentrierten
Sekretomproben wurden anschlieBend mit Zeba™ Spin Desalting Columns (7K MWCO,
Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben entsalzt, eingetrocknet und in Ureapuffer

aufgenommen. Davon wurden 4 pl fiir die Proteinkonzentrationsbestimmung eingesetzt.

3.2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der MSZ und HSPZ Proteinkonzentrationen erfolgte {iber eine
Absorptionsmessung bei 660 nm mittels Pierce 660 Protein Assay. Dieser basiert auf der
Bindung eines Metallkomplexfarbstoffes an Proteine, bei der es zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums kommt. Dabei ist die Absorption und damit die Farbintensitit
proportional zur Proteinkonzentration. Die Methode eignet sich fiir Konzentrationsbereiche
zwischen 25 pg/ml und 2 mg/ml. Als Referenz diente eine BSA-Standardreihe (0 ng/pl—
2 pg/ul). Die Messung erfolgt in je zwei technischen Replikaten fiir anschlieende
Mittelwertsberechnung. Anhand der im Gerdt gemessenen Absorption wurden iiber die
Standardreihe (Referenz) die Proteinkonzentrationen berechnet. Die Sekretomproben wurden
im Verhéltnis 1:5 und die Proteomproben im Verhdltnis 1:2 mit Elix®-H,O verdiinnt.
AnschlieBend wurden 10 pl Probe und 10 pl BSA-Standardreihe in eine 96-well-
Mikrotiterplatte pipettiert und gemessen.

3.2.3.4 Fluoreszenzmarkierung mit BDP FL NHS-Ester

Um die Gesamtproteinmenge von HSPZ nach Semidry Western Blot Analysen darzustellen
wurde diese vorausgehend mit BDP FL. NHS-Ester markiert. BDP FL NHS-Ester ist ein
aminreaktiver Fluoreszenzfarbstoff fiir den 488-nm-Kanal (Cy2). Die fiir den Western Blot
eingesetzte Proteinmenge wurde mit Ureapuffer auf 15 pl aufgefiillt und mit 1 pl (5 pM/ul)

Farbstoff in einem dunklen Reaktionsgefdall markiert. Nach 15-miniitiger Inkubation bei 4 °C im
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Dunkeln wurden die Proben mit 4x Probenpuffer versetzt und fiir 10 min bei 40 °C inkubiert.
Daran schloss die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese an. Die Gesamtproteinmenge wurde
nach den Semidry Western Blot Analysen im Molecular Image ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad)
im Cy2 Kanal bestimmt.

3.2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Schon 1984 wurden Proteine liber SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
ithrem Molekulargewicht aufgetrennt (Smith, 1984). Das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) fiihrt zu einer Denaturierung von Proteinen und diese nehmen
dabei eine negative Ladungsverteilung an. Im Polyacrylamidgel koénnen kleinere Proteine
leicht durch das Gel Richtung Anode laufen, wihrend groe Proteine zuriickgehalten werden.
Fir die SDS-Page wurden kommerziell erhiltliche 4-12 % Bis-Tris Gele (Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Ein Proteinstandard (Page Ruler Prestained Protein Ladder) mit
bekannter Grofle wurde benutzt, um die GroBe der Proteine in der Probe abzugleichen. Die
Laufzeit einer vollstindigen Proteinseparation betrug 15 min bei 50 V und 1 h bei 200 V. Fiir
massenspektrometrische Analysen diente ein Kurzgel bei dem die Proben vollstindig ins Gel
einliefen, bevor diese gestoppt wurde und die einzelnen Banden fiir den In-Gel-Verdau

vorbereitet wurden. Die Laufzeit lag bei 15 min bei 50 V.

3.2.3.6 Silberfarbung
Unmittelbar nach der SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Silberfairbung visualisiert
(Tabelle 14). Die Farbung basiert auf dem Ausfillen der Proteine (Fixierung) im sauren

Milieu und der Farbung von proteinhaltigen Bereichen mit Silbernitrat (Nesterenko ef al.,

1994).

Tabelle 14: Reihenfolge und Inkubationszeiten der Silberfirbung

Firbeschritt Losung Dauer
Fixierung A 15min—24h
Inkubation B I15min—24h
Wissern H20 3x5-—15min
Féarbung C 15 — 30 min
Wissern H20 Einige Sekunden
Spiilen D 1 min
Entwicklung E 1 — 7 min
Stoppen F 20 min
Waschen H20 10 min
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3.2.3.7 Semidry Western Blot

Nach der vollstidndigen Proteinseparation mittels SDS-Page erfolgte der Transfer der Proteine
durch ein angelegtes elektrisches Feld auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Trigermembran.
Dafiir wurden je zwei Filterpapiere in Anodenpuffer und Kathodenpuffer eingelegt. Die
PVDF Membran wurde mit 100 % Isopropanol aktiviert und anschlieBend mit Anodenpuffer
gewaschen. Danach wurde wie folgt auf die Anoden-Platte des Blotting-Gerétes geschichtet:
Anoden-Filterpapiere, PVDF-Membran, SDS-Page-Gel, Kathoden-Filterpapiere. Bevor die
Kathodenplatte aufgelegt wurde, wurden mogliche Luftblasen entfernt. Der Transfer erfolgte
eine Stunde bei 2 mA pro cm? Um frei unspezifische Bindestellen zu sittigen wurde die
PVDF Membran 30 min mit Blockierlosung inkubiert. AnschlieBend folgte die Inkubation des
Primérantikdrpers (in 1 ml Blockierlosung) bei 4 °C iiber Nacht. Nach dreimaligem Waschen
mit TBS-T folgte die Inkubation des HRP-konjugiertem Sekundirantikérpers (in 15 ml
Blockierlosung) fiir 1,5 Stunden im Dunkeln. Anschlieend folgten zwei Waschschritte mit

TBS-T bevor der Inmunoblot zum Scannen bereit war.

3.2.3.8 Detektion von Immunoblots mittels ECL

Die Detektion der Antikopersignale des Immunoblots erfolgte mittels Enhanced-
Chemilumineszenz (ECL). Dafiir wurde das SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Kit von Thermo Fisher Scientific benutzt, welches auf eine hochsensitive Detektion von
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxide, HRP) markierten Antikérpern im niedrigen
Femtogramm-Bereich basiert. Der Immunoblot wurde dafiir mit 1 ml des frisch angesetzten
Reagenzes aus Peroxid-Puffer und Luminol Enhancer-Losung des Kits (Verhéltnis 1:1) fiir
I min inkubiert und im Anschluss im Molecular Image ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) im

Modus Chemi High Resolution gescannt.
3.2.4 LC-MS/MS-Analysen

3.2.4.1 Probenvorbereitung fiir einen In-Gel-Verdau

Fiir die massenspektrometrischen Analysen wurden die silbergefdrbten Gelstiicke aus dem
Kurzgel mit einem Skalpell ausgeschnitten und entfarbt (Entfarbelosung 1 und 2, Verhiltnis
1:1). Nach Entfarbung folgte ein Waschschritt, bei dem die Gelstiicke dreimal alternierend
mit Waschlosung A und Waschldsung B fiir 3-5 min gewaschen und im Vakuumkonzentrator
getrocknet wurden. Die trockenen Gelstiicke wurden im Anschluss reduziert und alkyliert.
Dafiir wurden die Gelstiicke mit 50 ul 10 mM Dithiothreitol (DTT) in 50 mM NHsHCO3
versetzt und fiir 45 min bei 56 °C inkubiert. Nach Abnahme des Uberstandes folgte ziigig die
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Alkylierung fiir 30 min im Dunkeln mit 50 ul 55 mM Iodacetamid (IAA) in 50 mM
NH4HCO:s. AnschlieBend folgten erneut je zwei alternierende Waschschritte mit Waschldsung
A und B. Die Gelstiicke wurden im Vakuumkonzentrator getrocknet und fiir den In-Gel-
Verdau mit Trypsin weiterverwendet oder zundchst bei -20°C gelagert. Fir den
Trypsinverdau wurden, unter Beriicksichtigung des Enzym-zu-Protein-Soll-Verhiltnisses von
1:50, 0,033 pg/ul konzentrierte Trypsinlosung auf die Banden gegeben und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Am nédchsten Tag folgte die Extraktion der Peptide mittels Extraktionslosung.
Diese wurde auf die Gelstiicke gegeben, 15 min in das Ultraschallbad gestellt und der
Uberstand mit den Peptiden abgenommen. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal
durchgefiihrt bevor die zusammengefiihrten Uberstinde eingetrocknet wurden. Das
eingetrocknete Peptidgemisch wurde fiir die darauffolgende LC-MS/MS-Messung in 0,1 %
TFA rekonstituiert. Um eine absolute Quantifizierung nach der LC-MS/MS-Messung
durchzufiithren wurde ein Kalibrantenprotein in jede Probe eingebracht. Dafiir wurde ein
RTMC Retentionsmix (Pierce™ Peptide Retention Time Calibration Mixture, Thermo Fisher
Scientific), bestehend aus 15 schwermarkierten Peptiden, verwendet. Auf diesen
schwermarkierten Peptiden konnte im Folgenden in der bioinformatorischen Auswertung
quantifiziert werden und somit eine Aussage liber absolute Proteinkonzentrationen getroffen

werden.

3.2.4.2 Massenspektrometrie

Die Analyse der vorbereiteten Proben erfolgte mittels Massenspektrometrie. Hierbei wurde
der bottom-up Ansatz gewihlt, bei der die Identifizierung anhand der Informationen zu
Peptidmasse  (Mutter-lon/Vorldufer-lon) und  Fragment-lon aus der Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) iiber Sequenzdatenabgleich stattfindet. Durch die
Komplexitit der Proben war eine vorgeschaltete Auftrennung der Probe durch eine
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) erforderlich. Quantitative Vergleiche
zwischen Proben und Patientengruppen erfolgten iiber markierungsfreie relative

Quantifizierung.

3.2.4.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) fiir Peptidgemische
Fiir die Auftrennung der Peptidgemische wurde ein Fliissigkeitschromatographie System
(Ultimate 3000, Dionex/Thermo Fisher Scientific) verwendet. Dieses entnahm der Probe
15 pl und spiilte diese auf die Vorsdule (Acclaim PepMap C18, 100 pm Innendurchmesser,
3 um PartikelgroBe, 100 A PorengroBe, 2 cm Linge). Dieser Schritt dient zur Vorauftrennung

und Entfernung von Kontaminationen. Im Anschluss folgte die analytische Sédule (Acclaim
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PepMap C18, 75 um Innendurchmesser, 2 pm PartikelgroBe, 100 A PorengrdBe, 25 cm
Lénge). Der Gradient (120 min) und der Spiil- und Equilibrierungsschritt (60 min) sind in
Tabelle 15 aufgelistet. Nach Auftrennung iiber die analytische Sdule wurden die Peptide {iber

eine Nanoelektrospray-lonisationsquelle in das Massenspektrometer {iberfiihrt.

Tabelle 15: Teilschritte des 120 min. HPLC-Gradienten

Zeit [min] Anteil Losemittel B [%] Flussrate [pul/min]

0-10 4,0 0,3
10— 12 4-10 0,3
12-29 10 0,3
12 —-47 20 0,3
47 — 64 30 0,3
64 — 65 40 0,3
65— 69 95 0,3
69,571 4 0,3
71175 95 0,4
75,5 —81 4 0,4
81 —85,5 50 0,4
85,5-95,5 96 0,4

95,5-120 4 0,4

3.2.4.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) gezielte Analysen
mittels Selected Reaction Monitoring (SRM)
Fir die Auftrennung der Peptidgemische zur gezielten Analyse einzelner Proteine mittels
SRM wurde ein Fliissigkeitschromatographie System (Ultimate 3000, Dionex/Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Dieses entnahm 15 pul der Probe und spiilte diese auf die Vorsiule
(Acclaim PepMap C18, 100 um Innendurchmesser, 5 um PartikelgroBe, 100 A PorengroBe,
0,5cm Linge). Dieser Schritt dient zur Vorauftrennung und Entfernung von
Kontaminationen. Im Anschluss folgt die analytische Sédule (Acclaim PepMap CI18, 75 um
Innendurchmesser, 2 pm PartikelgroBe, 100 A PorengroBe, 15 cm Linge). Der Gradient
(40 min) und der Spiil- und Equilibrierungsschritt (20 min) sind in Tabelle 16 aufgelistet.
Nach Auftrennung tiber die analytische Sdule wurden die Peptide iiber eine Nanoelektrospray-

Ionisationsquelle in das Massenspektrometer tiberfiihrt.
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Tabelle 16: Teilschritte des 60 min. HPLC-Gradienten

Zeit [min] Anteil Losemittel B [%] Flussrate [nl/min]
0-20 4,0 0,3
2021 35 0,3
21-23 96 0,3
23 -27 4 0,3
27-29 40 0,3
29-33 96 0,3
33-34 96 0,3
34-39 4 0,3
3945 96 0,3
45 - 60 4 150

3.2.4.5 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse der Peptidgemische wurde mit einer Q Exactive Plus,
einem Quadrupol-Orbitrap Massenspektrometer, durchgefiihrt. Die Q Exactive Plus
charakterisiert, durch die Analyse von Vorldufer- und Fragment-lonen mittels Orbitrap, ein
hohes Auflosungsvermdgen und eine hohe Massengenauigkeit. Das Massenspektrometer war
online an ein HPLC-System gekoppelt und die Analyten wurden mittels

Nanoelektrosprayquelle (nano-ESI) ins Massenspektrometer geleitet. Die Einstellungen des

Massenspektrometers sind in Tabelle 17 aufgelistet.

Tabelle 17: Einstellung des Massenspektrometers (Q Exactive Plus)

Spray Spannung (+) 1400 V
Kapillartemperatur 250 °C

Polaritét Positiv
MS1-Auflésung 70000
MS2-Auflosung 17500
MS1-Scan Bereich 200 bis 2000 m/z

MS2-Scan Bereich

abhingig vom Vorldufer-lon

TopN

20

Isolationsfenster Quadrupol 4,0 m/z
Automatic Gain Control (MS1) 3e6
Automatic Gain Control (MS2) le5
Maximale Ionenzeit MS1 50 ms
Maximale Ionenzeit MS2 50 ms
Dynamischer Ausschluss 10s
Fragmentierungsmethode HCD
Kollisionsgas Stickstoff
Kollisionsenergie 30 %
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Die gezielte Detektion eines einzelnen (bekannten) Analyten aus einer komplexen Mischung
wurde mittels “Selected Reaction Monitoring” (SRM) an einer TSQ Vantage, einem Triple-
Quadrupol Massenspektrometer, durchgefiihrt. Auch dieses war online an ein HPLC-System
gekoppelt und die Analyten wurden mittels Nanoelektrosprayquelle (nano-ESI) ins
Massenspektrometer geleitet. Dafiir wurden pro Peptid eines Proteins drei Uberginge, also
Fragmentierungen eines spezifischen Vorldufer-lons in Fragment-lonen, ausgewéhlt und in
einem 60 min Gradienten gemessen (Tabelle 16). Sowohl Vorldufer- als auch Fragment-Ionen
wurden dahingehend ausgewidhlt, dass sie mit der gewihlten Methode gut und in
ausreichendem Maf3e ionisierbar und die Fragment-lonen spezifisch fiir die spezifische Masse
des Vorldufer-lon waren. Die cycle-time beschreibt die Zeitspanne, die das Instrument fiir
Separation und Detektion jedes einzelnen Ubergangs braucht. Diese ist direkt proportional zur
sogenannten Verweilzeit (dwell-time), welche fiir die Analyse jedes einzelnen Ubergangs
notwendig ist. Beide Parameter beeinflussen sowohl die Anzahl mdglicher Uberginge als

auch die Sensitivitdt und wurden fiir jedes Experiment optimiert.

3.2.4.6 Datenanalyse der massenspektrometrischen Analysen

Die Rohdaten nach den massenspektrometrischen Messungen wurden {iber eine
mehrschrittige Analyse ausgewertet. Die Proteinidentifizierung erfolgte iiber Discoverer 1.4
(Thermo Fisher Scientific) mit dem MS Amanda Algorithmus und dem Datenbankabgleich
der Uniprot/SwissProt (homo sapiens, Sequenzen: 20181, Stand 25.10.2017). Die
Parametereinstellungen fiir die Datenbankanalyse sind in Tabelle 18 aufgelistet. Nach der
Proteinidentifizierung folgte die markierungsfreie Quantifizierung der Proteine mit Progenesis
QI for Proteomics (Version 2.0.5387.521021, Waters Corporation, Milford, Massachusetts,
USA). Nach automatischer und manueller Uberpriifung der einzelnen Peptidmuster der
Proben schloss sich die Normalisierung und Quantifizierung an. Dabei wurden einfach
geladene lonen und Peptide, deren Identifizierung mit einem Massenfehler grofler als 10 ppm
erfolgte, ausgeschlossen. Nach Gruppierung der einzelnen Proben wurde die
Proteinidentifizierung importiert. Differentielle Kandidatenproteine waren mit mindestens
zwel spezifischen Peptiden quantifiziert und wiesen einen p-Wert <0,05 und einen

Abundanzunterschied von > 1,5 auf.
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Tabelle 18: Parametereinstellungen fiir die Datenbankanalyse mit Proteom Discoverer

Verdaumethode Tryptische Proteolyse
Uberlesene Schnittstellen 2

Toleranz MS1-Suche 10 ppm

Toleranz MS2-Suche 0,04 Da

FDR (Proteinebene) 5%

FDR (Peptidebene) 1 %

Taxonomie Homo sapiens

Statische Modifikation (fest)

Carbamidomethyl (C)/ +57,021 Da

Dynamische Modifikation (variabel)

Oxidation (M)/ + 15,995 Da

Min. Vorldufermasse 350 Da
Max. Vorlaufermasse 5000 Da
Max. Kollisionsenergie 100

3.2.5 Statistische Auswertungen

Die Berechnungen (Mittelwerte und Standardabweichungen) und die graphischen

Darstellungen erfolgten mit Excel 2010 (Microsoft) und Prism 5.01 (GraphPad Software

Inc.). Signifikanzen wurden durch einen ungepaarten oder zweiseitig gepaarten studentischen

t-Test ermittelt. Der Signifikanzwert (p-Wert) ist in den Abbildungen mit Sternen (* p< 0,05;

** p<0,01; *** p<0,001) dargestellt.
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4 Ergebnisse

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Wechselwirkung der zelluldren Bestandteile des
Knochenmarks eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von MDS und AML spielen (Korn
und Mendez-Ferrer, 2017; Krause et al., 2013). Vor diesem Hintergrund sollte in dieser
Arbeit das Sekretom von Knochenmark-MSZ, isoliert aus MDS- und AML-Patienten,
charakterisiert werden. Hierzu wurden die MSZ aus dem Knochenmark von 30 Probanden
und Patienten isoliert, in Kultur genommen und so die Uberstande gewonnen. Diese wurden
mittels LC-MS/MS analysiert, um dadurch differenziell sekretierte Proteine zwischen
Knochenmark-MSZ aus gesunden Probanden und MSZ aus MDS- sowie AML-Patienten zu

identifizieren.

4.1 Sekretomanalyse von MSZ aus dem Knochenmark gesunder

Probanden

4.1.1 Quantitative MS Analyse von gesunden Knochenmark-MSZ

Fiir die Charakterisierung des MSZ-Sekretoms wurden 8 Sekretome und 4 korrespondierende
Proteome von Knochenmark-MSZ aus gesunden Probanden verwendet. Nach Aufarbeitung
des Sekretoms und des Proteoms der aus dem Knochenmark folgte die
massenspektrometrische LC-MS/MS Analyse. Insgesamt wurden 650 Proteine im Sekretom

und 2220 Proteine im Proteom von Knochenmark-MSZ gesunder Probanden identifiziert

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: MS Analyse des Sekretoms und Proteoms von MSZ aus dem Knochenmark. A) Venn
Diagramm mit allen identifizierten Proteinen im Sekretom (650) und Proteom (2220) von gesunden
Knochenmark-MSZ. 248 Proteine und 1818 Proteine wurden ausschlieflich im Sekretom bzw. im Proteom
identifiziert. 402 Proteine bildeten die Schnittmenge und wurden in beiden Kompartimenten identifiziert. B) Im
Sekretom von MSZ tragen 159 Proteine ein vorhergesagtes Signalpeptid, 49 Proteine haben kein Signalpeptid
und 40 Proteine besitzen eine Transmembrandoméne. Im Proteom tragen 1388 Proteine kein vorhergesagtes

Signalpeptid. 363 Proteine haben eine Transmembrandoméine.

Um von MSZ sekretierte Proteine hinsichtlich ihres Sekretionsweges zu charakterisieren
wurde ein Vergleich des Sekretoms und des Proteoms durchgefiihrt. Der Vergleich von im
Sekretom identifizierten und intrazelluldren Proteinen zeigte 248 ausschlieBlich im Sekretom
von MSZ identifizierte Proteine. Diese Proteine gehdren mit hoher Wahrscheinlichkeit zu den
sekretierten Proteinen von MSZ. Ein Datenbankabgleich der 248 Proteine zeigte, dass 159
Proteine (64 %), aufgrund eines vorhergesagten N-terminales Signalpeptids, Kandidaten der
klassischen Sekretion sind. 49 ausschlieBlich von MSZ sekretierte Proteine (20 %) haben kein
vorhergesagtes N-terminales Signalpeptid und wurden daher der unkonventionellen Sekretion
zugeordnet. Weitere 40 sekretierte Proteine (16 %) wurden mit einem Signalpeptid und
zusdtzlich mit mindestens einer Transmembrandomidne (TMD) identifiziert und als
Kandidatenproteine des ectodomain shedding betrachtet (Abbildung 6). Dariiber hinaus
wurden 402 Proteine iibereinstimmend im Sekretom sowie im Proteom identifiziert. Da diese
somit nicht eindeutig dem Sekretom oder dem Proteom zugeordnet werden konnten, wurde
ein auf Intensititsebene quantitativer Vergleich dieser Proteine durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden nur die Proteine als sekretiert angesehen, welche eine signifikant héhere Abundanz
(Intensititsunterschied, p< 0,05) im Sekretom aufwiesen und somit weniger wahrscheinlich

aus nekrotischen Zellen stammten. Von den 402 Proteinen, die in beiden Kompartimenten
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identifiziert wurden, waren 67 im Sekretom signifikant angereichert. Von diesen waren 62
(93 %) Kandidatenproteine der klassischen Sekretion. Diese Gruppe enthielt sechs Proteine
mit mindestens einer TMD und wurde als Kandidatenproteine fiir ectodomain shedding
angesehen. Zusammenfassend wurden 315 Proteine als hoch signifikant angereicherte

Proteine im Sekretom von Knochenmark-MSZ identifiziert.

4.1.2 Biologische Einordung der von Knochenmark-MSZ sezernierten Proteine
Obwohl es sich beim Sekretom um ein spezielles Kompartiment der Zelle handelt und die
Funktion eines Proteins sehr stark von der Lokalisation abhingt, wurde eine gene-ontology
(GO)-Analyse des Sekretoms der Knochenmark-MSZ durchgefiihrt. Der Vergleich zwischen
dem ungefilterten und dem gefilterten Sekretom zeigte einen signifikanten Anstieg von 44 %
(285 von 650 Proteinen) auf 65 % (203 von 315 Proteinen) des Anteils von Proteinen mit
bekannter extrazelluldrer Lokalisation. Der Anteil zytoplasmatischer Proteine dagegen
reduzierte sich von 49 % (315 von 650 Proteinen) auf 26 % (81 von 315 Proteinen). Diese
Ergebnisse zeigen, dass sich das Filtern des Sekretoms nachweislich als sinnvoll erwiesen hat.
Durch den quantitativen MS-Ansatz konnten die sekretierten Proteine nach ihren
Abundanzbereichen gruppiert werden (Abbildung 7). Dafiir wurde die Abundanz der 315
Proteine in drei Bereiche (hoch-, mittel- und niedrigabundant) unterteilt. Der hohe
Abundanzbereich umfasste 49 Proteine, von denen 48 Proteine (98 %) ein Signalpeptid
aufwiesen. Das einzige Protein ohne vorhergesagtes Signalpeptid im Segment hoher
Abundanz war Hyaluron und Proteoglykan-Link-Protein 1 (HPLN1). Der mittlere und
niedrige Abundanzbereich umfasste 127 Proteine mit 103 (81 %) bzw. 93 Proteine mit 65
(81 %) klassisch sezernierten Proteinen. Interessant zu bemerken ist, dass 59 Proteine, die in
der Zellkommunikation eine Rolle spielen, iiber den gesamten Abundanzbereich im MSZ-
Sekretom verteilt waren, wihrend 60 Proteine mit dem GO — Begriff Zellwachstum und/oder
Aufrechterhaltung nur in den mittleren und hohen Abundanzsegmenten signifikant

angereichert waren (Abbildung 7).

Im MSZ-Sekretom konnten viele Proteine, die im Zusammenhang mit der biologischen
Funktion von MSZ beschrieben wurden, identifiziert werden und gemafl ihrer Abundanz
eingeordnet werden. Beispielsweise wurden Wachstumsfaktoren, die fiir das Fortschreiten der
Differenzierung mitverantwortlich sind, aber auch Faktoren, die in der Lokalisierung von
HSPZ in ihren regulatorischen Nischen eine Rolle spielen, identifiziert (Ge et al., 2018; Grafe
et al., 2018). Dazu gehdren zwei in der Literatur beschriebene Wachstumsfaktoren, TGFf1
und VEGFC, die im niedrigabundanten Bereich nachgewiesen wurden (Abbildung 7).
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Mitglieder des regulatorischen Aktivin-Signalweges, wie Follistatin-related protein 3
(FSTL3), Inhibin Beta A (INHBA) und Stromal cell-derived factor 1 (SDF1), das auch als C-
X-C motif chemokine 12 (CXCL12) bekannt ist, wurden dem mittelabundanten Bereich
zugeordnet. Unter den hochabundanten Proteinen wurden 10 Kollagene und das latent-

transforming growth factor beta-binding protein 2 (LTBP2) nachgewiesen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Gruppierung der sekretierten Proteine nach ihrem Abundanzbereich. Hochabundante und
mittelabundante Proteine sind liberwiegend im biologischen Prozess Zellwachstum und/oder Aufrechterhaltung
und Zellkommunikation involviert wihrend niedrigabundante Proteine hauptsichlich eine Rolle in
Signaliibermittlung spielen. Vertreter der hochabundanten Proteine sind iiberwiegend Kollagene. Im
mittelabundanten Bereich wurden Proteine wie INHBA, SDF1 und FSTL3 identifiziert. Die Wachstumsfaktoren
VEGFC und TGFB1 waren niedrigabundante Proteine. Abgebildet sind die Proteine in Abhéngigkeit zur ihrer
log10 Intensitit.

Um eine funktionelle Beziehung der sekretierten Proteine von MSZ aus dem Knochenmark
hervorzuheben, wurde eine Netzwerkanalyse durchgefiihrt (Abbildung 8). Wie erwartet war
der wichtigste biologische Prozess der sekretierten Proteine mit 29 Proteinen
Zellkommunikation und Signaltransduktion. Darunter sind Proteine wie z. B. der
Transforming growth factor beta 1/2 (TGFB1, TGFB2), Vascular endothelial growth factor C
(VEGFC), oder die Insulin-like growth factor-binding proteins (IGFBP 3 4/5/6). Fiir den
biologischen Prozess Zellwachstum und/oder Aufrechterhaltung ergab die Analyse zwei
Cluster. Das groBite Cluster (19 Proteine) bestand hauptsdachlich aus verschiedenen
Kollagenisoformen (COL6A2; COL4A2; COL6A1; COLI10A1l; COL5A2; COLI5AIL;
COL8A1; COL11A1l; COL1Al; COL3Al1; COLS5SAl; COL1A2; COLS5A3; COLA4Al),
wihrend das 12 Proteine umfassende Cluster durch extrazellulire Laminine (LAM), wie z. B.

LAMA2, LAMA4, LAMM repriasentiert wurde. Durch die biologisch-funktionelle
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Charakterisierung des MSZ-Sekretoms wurde gezeigt, dass extrazellulire Matrixproteine
nicht nur die grofte Gruppe von Proteinen, sondern auch die hochabundanteste Gruppe

reprisentieren, die von MSZ sekretiert wurden.

Zeliwachstum und/oder
Aufrechterhaltung

Abbildung 8: Charakterisierung des MSZ-Sekretoms. Funktionelle Beziehung der sekretierten Proteine
durch eine Netzwerkanalyse. Die GO-Annotierung zeigt drei Cluster. Das griine und blaue Cluster gehoren zu
dem hauptséchlichen biologischen Prozess ,Zellwachstum und/oder Aufrechterhaltung. Die Proteine des gelben
Clusters sind hauptsdchlich an dem Prozess Zellkommunikation beteiligt. Das Netzwerk wurde mit STRING

10.5 erstellt (Szklarczyk et al., 2017).

4.1.3 Charakterisierung der proteolytischen Abtrennung von Ektodoméanen bei
Membranproteinen (Ectodomain shedding)
Die proteolytische Abtrennung der Ektodomédnen von Membranproteinen fiithrt zu biologisch

aktiven l6slichen Ektodoménen, welche Einfluss auf viele biologische Prozesse haben kénnen
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(Zhou et al, 1999). Da sich auch im MSZ-Sekretom proteolytisch prozessierte
Membranproteine befinden konnen, wurden die Sequenzinformationen der MS Analyse
verwendet, um eine mogliche proteolytische Freisetzung von Membranproteinen mit
mindestens einer TMD im MSZ-Sekretom vorherzusagen. Unter zur Hilfenahme des
Programms "Lysat und Secretome Peptide Feature Plotter" (LSPFP) (Grube et al., 2018)
konnten 17 Proteine identifiziert werden, die aufgrund eines Unterschieds der
Sequenzabdeckung proteolytisch prozessiert werden konnen (Abbildung 9). Fiir diese 17
Membranproteine einschliefSlich Kandidaten wie CD44-Antigen, Tyrosine-protein kinase-like
7 (PTK7), Plexin-B2 (PLXB2), Integrin-beta-1 (ITB1), Cytoskeleton-associated protein 4
(CKAP4) wurden nur in den Proteomproben Peptide identifiziert, die sowohl die
extrazelluliren als auch die intrazelluldren Proteinregionen abdecken, wihrend in
Sekretomproben der zytoplasmatische Proteinteil fehlte und daher nahelegt, dass die
Ektodomidne von diesen Proteinen proteolytisch gespalten wurde (Abbildung 9).
Zusammenfassend konnten anhand des kombinierten MS-Ansatzes 17 potentielle ectodomain

shedding Kandidatenproteine identifiziert werden (s. Anhang Abbildung 27).

Uniprot ID: P16070 Protein: CD44
Anzahl Peptide: 6
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Abbildung 9: Beispiel der Ergebnisse der LSPFP Analyse. Dargestellt ist das représentative Protein CD44,
fiir welches fiir eine proteolytische Abtrennung der Ektodoménen vorhergesagt wurde. Rot: Extrazellular, Lila:

Signalpeptid, Griin: Zytoplasma, Gelb: Transmembran.
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4.1.4 Validierung sekretierter und intrazellularer Proteine

Um den Sekretomansatz zu bestitigen wurden die Ergebnisse in einer unabhingigen Gruppe
(n= 3 pro Gruppe) mittels Western Blot validiert. Fiir die 67 im Sekretom signifikant
angereicherten Proteine wurde das sekretierte Protein SerpinEl fiir die Western Blot-
Validierung ausgewdhlt. Dieses Protein war im Sekretom signifikant angereichert
(Abundanzunterschied= 1,84; p-Wert= 0,036). Fiir die 248 ausschlieBlich im Sekretom
identifizierten Proteine wurde ein Antikorper gegen Angiotensin (AGT) verwandt. Obwohl
die Anreicherung der Proteine im Sekretom bestdtigt wurde, konnten die
Abundanzunterschiede aufgrund der unterschiedlichen Parameter (z. B. Nachweisgrenze,
linearer dynamischer Bereich) der angewandten Quantifizierungstechniken nicht exakt
reproduziert werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Abundanz der sekretierten Proteine SerpinEl und Angiotensin (AGT) im MSZ-Sekretom.
Sekretome und korrespondierende Proteome einer unabhidngigen Probengruppe (n= 3) wurden mittels Western
Blot validiert. SerpinE1 war signifikant abundanter (Abundanzunterschied: 1,84; p-Wert = 0,036) im MSZ-

Sekretom. Angiotensin wurde mit einer 3,09-mal héheren Abundanz im Sekretom validiert (p-Wert= 0,057).
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Zusatzlich wurde ein typisches intrazelluldres Protein analysiert, Beta-Tubulin, um den
Beitrag nekrotischer Zellen zum MSZ-Sekretom zu bewerten. Hier wurde eine signifikant
hohere Menge von Beta-Tubulin (Abundanzunterschied: 214,18; p-Wert< 0,0001) im
Proteom nachgewiesen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Abundanz des intrazelluliren Proteins Beta-Tubulin. Sekretome und korrespondierende
Proteome einer unabhingigen Probengruppe (n= 3) wurden mittels Western Blot validiert. Beta-Tubulin war

signifikant abundanter (Abundanzunterschied: 214,18; p-Wert< 0,0001) im MSZ-Proteom.
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4.2 Differenzielle Sekretomanalyse von Knochenmark-MSZ

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Sekretomanalyse von Knochenmark-MSZ aus gesunden
Probanden unterstiitzt die Hypothese, dass das Mikromilieu des Knochenmarks in der Lage ist
die Himatopoese zu beeinflussen. So konnte im Knochenmark-MSZ-Sekretom eine Vielzahl
von Faktoren identifiziert werden, deren Einfluss auf die Himatopoese bereits beschrieben ist.
Darauf aufbauend sollte das MSZ-Sekretom von MDS- und AML-Patienten untersucht
werden, um mogliche Verdnderungen von sekretierten Proteinen in hdmatologisch erkrankten

Patienten festzustellen.

Fiir die massenspektrometrische Analyse wurden 8 Sekretome von Knochenmark-MSZ aus
gesunden Probanden generiert, 12 aus MDS- und 10 aus AML-Patienten. Insgesamt konnten
durch die massenspektrometrische Sekretomanalyse iiber alle Proben 1432 Proteine
identifiziert werden und davon, durch eine markierungsfreie Quantifizierung mit mindestens
zwei fiir das Protein spezifischen Peptiden, 568 Proteine quantifiziert werden. In einem ersten
Schritt wurden die identifizierten Proteine der Sekretome der einzelnen Gruppen verglichen.
Ein Datenbankabgleich der Sekretome der einzelnen Gruppen zeigte, dass der Anteil an
Proteinen mit vorhergesagtem N-terminalem Signalpeptid in allen drei Gruppen annihernd
bei 47,6 % lag (Gesund: 46,9 %; MDS: 46,3 %; AML: 49,4 %) und demnach Kandidaten der
klassischen Sekretion zuzuordnen sind. Der Anteil an Kandidaten Proteine fiir die
unkonventionelle  Sekretion, ohne  vorhergesagtem  Signalpeptid sowie  ohne
Transmembrandomine, lag im Mittel bei 47,6 % (Gesund: 47,6 %; MDS: 48,7 %; AML:
46,4 %). Von den 1432 Proteinen wurden 199 Proteine ausschlieBlich im Sekretom der
gesunden Probanden, 136 ausschlieBlich in Sekretom von MDS-Patienten und 56

ausschlief3lich im Sekretom von AML-Patienten identifiziert.
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4.2.1 Differenziell quantifizierte Proteine im Knochenmark-MSZ-Sekretom von
MDS- und AML-Patienten
Nach der Quantifizierung iiber alle Proteine im Sekretom wurde fiir den differenziellen
Vergleich zwischen den Probengruppen ein T-Test (p< 0,05) zwischen den normalisierten
Proteinabundanzen durchgefiihrt. In Abbildung 12 A sind die 568 quantifizierten sekretierten
Proteine dargestellt. Im Vergleich zwischen den gesunden Probanden und den MDS-Patienten
erwiesen sich 12 Proteine als signifikant differenziell (rot markiert), wobei 4 Proteine im
Sekretom von MDS-Patienten mit einem Unterschied > 1,5 signifikant runterreguliert und 8

Proteine im Sekretom der MDS-Patienten signifikant waren (Abbildung 12 B).
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Abbildung 12: Signifikant differentiell sekretierte Proteine von MSZ aus gesunden Probanden und MDS-
Patienten. A) Der Vulkan-Plot zeigt die 568 quantifizierten Proteine im MSZ-Sekretom, von denen 12 Proteine
einen signifikanten Unterschied zwischen gesunden Probanden und MDS-Patienten aufwiesen. B) Signifikant
differenzielle Proteine im MSZ-Sekretom zwischen gesunden Probanden und MDS-Patienten. 4 Proteine sind
hoher abundant in den gesunden Probanden (tiirkis), 8 Proteine zeigen eine hohere Abundanz in den MDS-
Patienten (orange). Signifikante Proteine haben mindestens 2 spezifische Peptide, einen p-Wert< 0,05 und einen

Abundanzunterschied > 1,5).

Von den 12 differentiell sekretierten Proteinen wurde fiir fiinf ein Signalpeptid vorhergesagt,
weshalb sie zu den klassisch sekretierten Proteinen gezdhlt wurden. Durch einen
Datenbankabgleich (Uniprot/SwissProt homo sapiens, Sequenzen: 20181, Stand 25.10.2017)

zeigte sich, dass 7 der 12 Proteine bereits als sekretiert beschrieben waren und fiir 5 ein
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Signalpeptid vorhergesagt wurde (Tabelle 19). Unter den differenziellen Kandidaten zeigte
beispielswiese die Superoxide dismutase 2 (SOD2) mit einem p-Wert von 0,025 eine 4,6-mal
hohere Abundanz im MSZ-Sekretom in gesunden Probanden im Vergleich zu den MDS-
Patienten. Dagegen war das latent-transforming growth factor beta-binding protein 2
(LTBP2), ein TGFp bindendes Protein, 2,8-mal so abundant im Sekretom von MDS-Patienten
im Vergleich zu den gesunden Probanden (p-Wert= 0,039).

In der Analyse des MSZ-Sekretoms zwischen den gesunden Probanden und den AML-
Patienten zeigten von den 568 quantifizierten Proteinen 34 Proteine einen signifikant
differenziellen Unterschied (Abbildung 13 A). Von diesen waren 21 signifikant hoher
abundant in den gesunden Probanden und 13 signifikant hoher im Sekretom der AML-
Patienten (Abbildung 13 B). 17 der 34 differenziellen Proteine waren mit einem Signalpeptid
vorhergesagt und wiederum 17 waren als sekretiert beschrieben (Tabelle 20). Zu den
Proteinen mit einer hoheren Abundanz im Sekretom der gesunden Probanden gehorten
beispielsweise das Calcium-binding protein A8 (S100A8, p-Wert= 0,047) oder auch
Kollagene, wie z. B. COL2A1 oder COL3Al. Eine 3,6-mal hohere Abundanz in den AML-
Patienten wies z. B. Platelet-derived growth factor D (PDGFD, p-Wert= 0,01) auf. Um zu
iiberpriifen, ob es sich bei den Kandidaten der differenziellen Sekretomanalyse um sekretierte
Proteine handelt und diese nicht aus nekrotischen Zellen stammen, wurde ein Abgleich mit
Datenbanken sowie mit den MSZ-Proteomen aus 4.1 durchgefiihrt. Dazu wurden in einem
ersten Schritt die differenziellen Proteine mit der Uniprot Datenbank dahingehend annotiert,
ob fiir diese ein Signalpeptid vorhergesagt wird (klassisch sekretierte Proteine) oder diese
bereits in der Literatur als sekretiert beschrieben sind (Tabelle 19). Im nichsten Schritt
wurden die gemittelten Intensitdten der sekretierten Proteine mit den Proteomdaten aus 4.1

verglichen und ein Anreicherungsfaktor berechnet.
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Abbildung 13: Signifikant differentiell sekretierte Proteine von MSZ aus gesunden Probanden und AML-
Patienten. A) Der Vulkan-Plot zeigt die 568 quantifizierten Proteine im MSZ-Sekretom, von denen 34 Proteine
einen signifikanten Unterschied zwischen gesunden Probanden und AML-Patienten zeigten (rot markiert).
B) Séulendiagramm der 34 signifikant differenziellen Proteine im MSZ-Sekretom zwischen gesunden Probanden
und AML-Patienten. 21 Proteine sind hoher abundant in den gesunden Probanden (tiirkis) und 13 Proteine héher
in den AML-Patienten (orange). Signifikante Proteine haben einen p-Wert<0,05 und einen

Abundanzunterschied > 1,5).
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Als sekretiert wurden demnach nur die Proteine angesehen, die einen Anreicherungsfaktor > 1
aufweisen, sprich deutlich abundanter im Sekretom sind (Tabelle 19, Tabelle 20). Hier zeigte
sich, dass 10 differenzielle Proteine bspw. QSOXI1, CHID1, PLG, LTBP2 und FSTL3
ausschlieBlich im Sekretom identifiziert worden sind, ein Signalpeptid trugen und als
sekretiert beschrieben waren. Drei Proteine (B4GALT1, S100A8, LGALS1) hatten kein
vorhergesagtes Signalpeptid, waren aber als sekretiert beschrieben und konnten nicht im
Proteom identifiziert werden. Diese genannten Proteine hatten eine hohe Evidenz sekretierte
Proteine zu sein und kamen demnach fiir eine funktionelle Validierung in Betracht. Das
Glykoprotein Follistatin-related protein 3 (FSTL3 oder auch FLRG) war das mit am hdochst
differenziell sekretierte Protein in MSZ. Deshalb wird im Folgenden néher auf dieses Protein

eingegangen.

Tabelle 19: Differenzielle Proteine im MSZ-Sekretom zwischen gesunden Probanden und MDS-Patienten.
Anreicherungsfaktor basierend auf dem Vergleich der gemittelten Intensitdt im Sekretom und Proteom (Faktor

> 1: Anreicherung im Sekretom)

Protein Hochreguliert in ileg;?g Sekretiert Efg?(iifrﬁ Anril:;hsegl?rr;%;iiktor
TAGLN Gesund X 0,0013
TKT Gesund X 0,0092
GALTNI Gesund X X 0,0015
SOD2 Gesund X 0,0003
QSOX1 MDS X X
CHID1 MDS X X
PLG MDS X X
B4GALT1 MDS X
COL8A1 MDS X X X 0,0292
LTBP2 MDS X X
RPLPO MDS X 0,0003
ZBTBI18 MDS
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Tabelle 20: Differenzielle Proteine im MSZ-Sekretom zwischen gesunden Probanden und AML-Patienten.
Anreicherungsfaktor basierend auf dem Vergleich der gemittelten Intensitit im Sekretom und Proteom

(Faktor > 1: Anreicherung im Sekretom)

Protein Hochreguliert in Signgl- Sekretiert ?dentiﬁziert Anrteicherungsfaktor
peptid im Proteom im Sekretom
SOD2 Gesund X 0,0003
FSTL3 Gesund X X
TPM3 Gesund X 0,0001
S100A8 Gesund X
ULBP2 Gesund X X
ARSB Gesund X X
DSTN Gesund
PAPPA Gesund X X X 0,0002
AXL Gesund X X 0,0000
COL2A1 Gesund X X
MFAPS5 Gesund X X X 0,0029
LGALSI1 Gesund X
B2M Gesund X X
FSTL1 Gesund X X
FSCNI1 Gesund
CTGF Gesund X X X 0,0005
BST1 Gesund X
CYRo61 Gesund X X
COL3Al Gesund X X X 0,0001
ACTN4 Gesund
TAGLN2 Gesund X 0,0820
ACTNI1 AML X 0,4944
VCL AML X 0,0003
CTBS AML X X X 0,0355
ITIH3 AML X X X 0,0235
CST3 AML X 0,0109
CALDI1 AML X 0,0158
DMD AML X 0,0002
FLNC AML X 0,0013
SVEPI1 AML X X X 0,0001
KRTI AML X 0,0001
KRT18 AML
RARRESI AML X 0,0005
PDGFD AML X X X 0,0001
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4.2.2 Follistatin-related protein 3 (FSTL3)

Durch die massenspektrometrische Analyse und die markierungsfreie Quantifizierung wurde
das Protein follistatin-related protein 3 (FSTL3 oder auch FLRG) als signifikant (p= 0,002)
differenziell reguliertes Protein von MSZ zwischen den gesunden Probanden und AML-
Patienten identifiziert (Abbildung 14). FSTL3 ist ein sekretiertes Glykoprotein, hat ein
vorhergesagtes Signalpeptid und gehort demnach zu den klassisch sekretierten Proteinen. Es
ist involviert im Aktivin Signalweg, bindet bevorzugt AktivinA mit hoher Affinitét,
neutralisiert seine biologische Funktion und kann somit als extrazellulirer Regulator der
TGFB-Familie angesehen werden (Bartholin ez al., 2002; Maguer-Satta et al., 2001). FSTL3
war 6-mal hoher abundant in den gesunden Probanden im Vergleich zu den AML-Patienten
(2 spezifische Peptide, p-Wert= 0,002). Im Vergleich zu den MDS-Patienten zeigte FSTL3
auch eine hohere Regulierung in den gesunden Probanden, diese war jedoch nicht signifikant

(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Box-Plot der Intensitit von FSTL3 im MSZ-Sekretom von gesunden Probanden, MDS-
Patienten und AML-Patienten. FSTL3 ist signifikant hoher reguliert im Sekretom der gesunden Probanden im
Vergleich zu den AML-Patienten.

Aufgrund der quantitativen massenspektrometrischen Analyse und dem hinzugegebenen
RTMC Peptidmix (20 fmol) ist es moglich absolute Konzentrationen einzelner Proteine zu
ermitteln. Daflir wurden die einzelnen Proteine in Relation zu dem hinzugegeben Peptidmix
gesetzt und somit konnte eine Aussage liber die absolute Konzentration des Proteins getroffen

werden. Mit dieser Methode wurde auch die absolute Konzentration von FSTL3 berechnet
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(Abbildung 15). Diese absolute Konzentration von FSTL3 lag im MSZ-Sekretom der

gesunden Probanden bei ca. 0,5 fmol und im Sekretom der AML-Patienten bei ca. 0,1 fmol.
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Abbildung 15: Absolute Konzentration von FSTL3 im MSZ-Sekretom von gesunden Probanden und

AML-Patienten. Dic absolute Konzentration wurde mittels eingebrachter synthetischer Peptide (20 fmol RTMC
Peptidmix) ermittelt.

Um auszuschlieBen, dass FSTL3 als ein kontaminierendes Protein aus der Zellkultur oder der
Sekretomaufarbeitung stammt, wurde tiberpriift, ob das Protein FSTL3 iiberhaupt von MSZ
gebildet und damit sekretiert werden kann. Dafiir wurde die Geneexpression von FS7L3 in 13
MSZ aus gesunden Probanden, 12 MDS- und 10 AML-Patienten mittels QRT-PCR gemessen.
Die Ergebnisse zeigten, dass F'STL3 von MSZ exprimiert werden kann und somit auch in der
Lage ist das Protein zu translatieren und aufgrund des vorhergesagten Signalpeptids, zu
sekretieren. Dariliber hinaus wurde festgestellt, dass FSTL3 in den MSZ der gesunden

Probanden geringfiigig hoher exprimiert wird als in den MSZ von MDS- und AML-Patienten
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: qRT-PCR der Genexpression von FS7TL3 in MSZ von gesunden Probanden, MDS- und
AML-Patienten. MDS- und AML-MSZ zeigten eine verminderte FSTL3 Expression im Vergleich zu MSZ aus
gesunden Probanden. Fiir die Analyse wurden MSZ aus 13 gesunden, 12 MDS- und 10 AML-Patienten
verwendet. F'STL3 wurde in Relation zu dem Haushaltsgen GAPDH gesetzt und durch qRT-PCR quantifiziert.

Dieses Ergebnis deckte sich mit der massenspektrometrischen Analyse des MSZ-Sekretoms.
In der massenspektrometrischen Analyse des Proteoms von MSZ konnte kein FSTL3
identifiziert werden. Dies, bestéirkt durch die differenzielle Expression von FSTL3, spricht fiir
eine starke aktive FSTL3 Sekretion von MSZ. Dieses sekretierte differenzielle Protein sollte
im Folgenden an HSPZ funktionell untersucht werden, um Riickschliisse iiber die Beteiligung
von FSTL3 bei der Pathogenese von MDS und AML zu gewinnen. Dafiir wurden in einem
ersten Schritt HSPZ aus gesunden Probanden und MDS/AML-Patienten hinsichtlich ihrer

funktionellen Eigenschaften charakterisiert.
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4.3 Charakterisierung von HSPZ aus gesunden Probanden und
MDS/AML-Patienten

Da die differenziellen Proteine im Knochenmark auf die HSPZ wirken konnten, wurde diese
in einem ersten Schritt funktionell charakterisiert, um Unterschiede zwischen HSPZ aus
gesunden  Probanden und MDS/AML-Patienten zu  untersuchen. Um  die
Proliferationsfahigkeit von HSPZ aus gesunden Probanden und MDS/AML-Patienten zu
analysieren, wurde die Zellzahl nach 72 Stunden Kultivierung ermittelt und die kumulativen
Populationsverdopplungen (CPD; Cumulative population doublings) berechnet (Abbildung
17). Dabei wurde ein Faktor zu Proliferation im Verhiltnis zur eingesetzten Zellzahl
berechnet. HSPZ aus MDS- und AML-Patienten (n= 10) zeigten eine signifikant verminderte
Proliferation im Vergleich zu HSPZ aus dem Knochenmark von gesunden Probanden (n= 5)

auf.
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Abbildung 17: Kumulative Populationsverdopplung von HSPZ aus dem Knochenmark. MDS/AML-HSPZ

(n=10) zeigen eine signifikant verminderte Proliferation als HSPZ aus gesunden Probanden (p< 0,01).

Im néichsten Schritt wurde die Differenzierungsfahigkeit von HSPZ untersucht. Wihrend der
Differenzierung zu reifen Blutzellen durchlaufen die Nachkommen von HSPZ
Zwischenstufen, einschlieBlich multipotentieller Vorlduferzellen (HSPZ) (Seita und

Weissman, 2010). Wenn HSPZ in einer geeigneten halbfesten Matrix kultiviert werden
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proliferieren und differenzieren individuelle Vorlduferzellen, die koloniebildende Einheiten
(Colony Forming Unit, CFUs) genannt werden, und bilden diskrete Zellcluster oder Kolonien
aus. Dazu gehoren Zellen der ,weilen Zellreihe®, die Granulozyt- Makrophagen
Vorlduferzellen und die Zellen der ,roten Zellreihe®, die Erythrozyten Vorlauferzellen. Die
Analyse der Differenzierungsfahigkeit der HSPZ in die einzelnen Zelltypen wurde mittels
CFU Bestimmung (3.2.1.7) durchgefiihrt. Hierfiir wurden HSPZ aus gesunden Probanden
(n=35) und HSPZ aus MDS/AML-Patienten (n=9) wiederum {iiber einen Zeitraum von 72
Stunden kultiviert, bevor ein Teil der Zellen im CFU Assay eingesetzt wurde. Nach 14-tdgiger
Kultivierung/Differenzierung wurden die differenzierten weillen und roten Kolonien
mikroskopisch ermittelt (Abbildung 18). HSPZ von MDS/AML-Patienten haben eine
signifikant verminderte Differenzierungsfahigkeit im Vergleich zu HSPZ aus gesunden
Probanden. Diese verminderte Fihigkeit betrifft sowohl die rote als auch die weile Zellreihe
(Abbildung 18). Die gesamte Kolonienanzahl war 7,5-mal geringer bei MDS/AML-HSPZ im
Vergleich zu den gesunden HSPZ. Insbesondere die Differenzierung in die Erythrozyten
Vorlduferzellen war bei MDS/AML-HSPZ mit 0 Kolonien signifikant vermindert zu den
gesunden HSPZ, die im Mittel 16 Kolonien aufwiesen. Insgesamt differenzieren HSPZ aus

Patienten mit hdmatologischer Erkrankung wesentlich schlechter als HSPZ aus gesunden

Probanden.
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Abbildung 18: Differenzierungsfiahigkeit von HSPZ aus gesunden Probanden und MDS/AML-Patienten.
Die Kolonienanzahl der Erythrozyten Vorlduferzellen (Rote Kolonien) und der Granulozyt-Makrophagen
Vorléduferzellen (Weille Kolonien) sind signifikant vermindert in MDS/AML-HSPZ (n= 9) im Vergleich zu den
gesunden HSPZ (n= 5).
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Die SMAD-Signalisierungskaskade ist verantwortlich fiir die Differenzierung und
Proliferation von verschiedenen Zelltypen, darunter auch HSPZ (Challen et al., 2010;
DePaolo, 1997; Yu und Dolter, 1997). Da dieser Signalweg in MDS und AML veréindert sein
konnte, sollte die Aktivierung des SMAD Signalweges mittels Immunfarbung von SMAD2
und phosphoryliertem SMAD2 (pSMAD?2) untersucht werden. Dafiir wurden die Proteine von
HSPZ aus MDS- und AML-Patienten nach 3-tigiger Kultivierung isoliert und anschlie3end
durch Western Blot und Immunfirbung die Abundanz von SMAD2 und pSMAD2
nachgewiesen. Fiir die pSMAD?2 Level wurden die Signale fiir pSMAD?2 auf die geladene
Gesamtproteinmenge normalisiert. Um eine Verdnderung der Phosphorylierung zu
analysieren wurde im Anschluss wiederum auf die SMAD?2 Intensitit normalisiert. Wie in
Abbildung 19 A dargestellt waren die Level in MDS/AML-HSPZ hoher als die pSMAD2
Level in HSPZ von gesunden Probanden. Dies ist auch in den Beispielen der
Immunfédrbungen in Abbildung 19 B zu erkennen. Die pPSMAD?2 Signale zeigten in den HSPZ
aus gesunden Probanden deutlich schwichere Signale als bei den Kontroll-HSPZ aus

MDS/AML-Patienten.

Somit konnte gezeigt werden, dass HSPZ aus himatologisch erkrankten Patienten signifikant
schlechtere Eigenschaften zeigen, als HSPZ aus gesunden Probanden. Die Proliferation und
die Differenzierung dieser waren signifikant vermindert und weiterhin lassen die erhéhten
pSMAD?2 Level vermuten, dass dieser Signalweg in HSPZ aus hidmatologisch erkrankten
Patienten dereguliert ist. Das differenziell im Sekretom quantifizierte Protein FSTL3 ist ein
sekretiertes, bindendes und antagonisierendes Protein fiir Mitglieder der TGFp-Familie,
speziell AktivinA. Demnach hat es regulierende Eigenschaften auf die SMAD Signalisierung.
Um einen Einfluss von dem differenziell sekretierten Protein FSTL3 in der MDS und AML
Pathogenese zu ergriinden, wurde fiir dieses im Folgenden eine funktionelle Validierung an

HSPZ durchgefiihrt.
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Abbildung 19: Western Blot, Immunfirbung gegen SMAD2 und pSMAD2 von HSPZ aus gesunden

Probanden und MDS/AML-Patienten. A) Level von pSMAD?2 sind héher in HSPZ aus MDS/AML-Patienten
im Vergleich zu HSPZ aus gesunden Probanden. Signale wurden auf Gesamtproteinmenge und
unphosphoryliertem SMAD2 normalisiert. B) Zwei Beispiele (Gesund und AML) der Immunférbung gegen
pSMAD?2 und SMAD2 sowie die geladenen Gesamtproteinmenge in HSPZ aus einem gesunden Probanden und

HSPZ aus einem AML-Patienten.
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4.4 Funktionelle Validierung von FSTL3 als signifikant differenziell

sekretierter Kandidat

In der differenziellen Sekretomanalyse von gesunden Probanden und an MDS und AML
erkrankten Patienten zeigte das Protein follistatin-related protein 3 (FSTL3) eine geringere
Abundanz im MSZ-Sekretom von MDS-Patienten und dariiber hinaus eine signifikante
geringere Abundanz im MSZ-Sekretom von AML-Patienten. FSTL3 ist ein sekretiertes,
bindendes und antagonisierendes Protein fiir Mitglieder der TGFB-Familie, speziell AktivinA.
AktivinA ist der dominierende Ligand fiir den Aktivin Signalweg, steuert grundlegende
Prozesse wie Zellproliferation und -differenzierung, Entwicklung und Reproduktion von
Zellen (DePaolo, 1997; Maguer-Satta und Rimokh, 2004; Phillips und de Kretser, 1998).
Demzufolge wurden funktionelle Effekte von FSTL3 auf den Aktivin Signalweg in HSPZ,
welche primir fiir die hdmatologischen Erkrankungen MDS und AML verantwortlich sind,
validiert. Daflir wurden HSPZ aus dem Knochenmark von gesunden Probanden und
MDS/AML-Patienten isoliert (3.2.1.2) und anschlieBend kultiviert. Um die differenzielle
Sekretion von FSTL3 durch MSZ im Knochenmark widerzuspiegeln, wurden die HSPZ 72
Stunden mit rekombinantem FSTL3 behandelt. Fiir die Analyse der Funktionalitit von
FSTL3, wurde im Folgenden rekombinantes FSTL3 an den beiden AML Zelllinien HL-60
und THP-1 getestet.

4.41 Funktionell aktives FSTL3 in HL-60 und THP-1 AML Zelllinien

In ersten Experimenten wurde die inhibierende Funktion von FSTL3 auf AktivinA analysiert.
Hierfiir wurden die kommerziellen Suspension AML Zelllinien HL-60 (Akute
promyelozytische Leukdmie Zelllinie) und THP-1 (AML Zelllinie) mit humanem ActivinA
und FSTL3 behandelt (Abbildung 20) und anschlieBend die Aktivierung des Aktivin
Signalweges durch Immunfirbung von SMAD2 und phosphoryliertem SMAD2 (pSMAD?2)
analysiert. Laut Herstellerangaben liegt die ED50 fiir die Neutralisierung der Aktivin-
vermittelten erythroiden Differenzierung von K562 humanen chronischen myelogenen
Leukémiezellen durch FSTL3, bei 3-15 ng/ml in Gegenwart von 7,5 ng/ml rekombinantem
humanem AktivinA (R&D Systems). Die beiden Zelllinien wurden laut Herstellerangaben mit
7,5 ng/ml rekombinantem humanem AktivinA behandelt. Um eine vollstindige

Neutralisierung von AktivinA zu erreichen wurden 50 ng/ml FSTL3 eingesetzt.

Als Ladekontrolle diente dabei das Haushaltsprotein GAPDH. In eigenen
Vorexperimenten wurde die optimale Konzentration von AktivinA und FSTL3 in den beiden

Ziellinien ermittelt und es zeigte sich ein intensiveres pSMAD2 Signal nach 7,5 ng/ml
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AktivinA  Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Diese erhohte
Phosphorylierung von SMAD2 konnte mit einer gleichzeitigen Behandlung mit 50 ng/ml
FSTL3 reduziert werden (Abbildung 20). Durch die Immunfiarbung von pSMAD?2 in den
AML Zelllinien konnte gezeigt werden, dass FSTL3 aktiv ist, AktivinA binden und somit
inhibieren kann. Im Folgenden wurde der Einfluss von FSTL3 auf die HSPZ und speziell auf
die Proliferation der HSPZ untersucht.

A B
THP-1 HL-60
7,5 ng AktivinA -+ o+ 7,5 ng AktivinA -+ o+
50 ng FSTL3 - - 4 50 ng FSTL3 - -t
65 kDa 65 kDa
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Abbildung 20: Western Blot Immunfirbung gegen pSMAD2 in AML Zelllinien HL-60 und THP-1.
Immunfirbung gegen pSMAD2 in A) THP-1 (AML Zelllinie) und B) HL-60 (Akute promyelozytische
Leukdmie Zelllinie) zeigte ein intensives Signal nach 7,5 ng/ml AktivinA Behandlung und ein schwaches Signal
nach 7,5 ng/ml AktivinA und gleichzeitiger 50 ng/ml FSTL3 Behandlung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Als Ladekontrolle diente das Haushaltsprotein GAPDH.
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4.4.2 AktivinA in HSPZ

Es wurde gezeigt, dass die Liganden der TGFp-Familienproteine, wie AktivinA, autokrin
wirken und Effekte auf die Proliferation und Proliferationskinetik haben (Fan et al., 2002).
Ferner konnte in embryonalen Stammzellen gezeigt werden, dass speziell der Aktivin
Signalweg autokrin konstitutiv aktiviert wird (Ogawa et al., 2007). Da in dem hier
verwendeten HSPZ Zellkulturmodell die Funktionsweise von FSTL3 validiert werden sollte,
wurde im Folgenden nachgewiesen, dass HSPZ AktivinA bilden und somit autokrin den
Aktivin Signalweg aktivieren konnen. Daflir wurde mittels qRT-PCR die relative
Genexpression von AktivinA (Dimer aus InhibinA (INHBA)) in nativen unbehandelten HSPZ
ermittelt. HSPZ von gesunden Probanden sowie MDS- und AML-HSPZ koénnen INHBA
exprimieren und demnach das Protein translatieren. Die Expression von /INHBA scheint in

HSPZ in AML-Patienten hoher zu sein.
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Abbildung 21: qRT-PCR Analyse der mRNA von INHBA in HSPZ von gesunden Probanden, MDS- und
AML-Patienten. Gesunde und MDS-HSPZ zeigten eine geringere INHBA Expression im Vergleich zu MSZ aus
AML-Patienten. Fiir die Analyse wurden HSPZ aus 8 gesunden, 9 MDS- und 9 AML-Patienten verwendet.
INHBA wurde in Relation zu dem Haushaltsgen GAPDH gesetzt und durch qRT-PCR quantifiziert.
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4.4.3 FSTL3 scheint keinen Einfluss auf die Proliferation von HSPZ zu haben

In dieser Arbeit wurde analysiert ob das von MSZ differentiell sekretierte Protein FSTL3
funktionelle Effekte auf HSPZ hat. Dafiir wurden HSPZ aus gesunden Probanden und
MDS/AML-Patienten 72 Stunden mit rekombinantem FSTL3 behandelt und anschlieBend die
funktionellen Effekte auf die Proliferation, Differenzierung und den SMAD Signalweg
untersucht. Vorexperimente mit HSPZ zeigten im Gegensatz zu den Zelllinien, dass eine
Behandlung mit 10 ng/ml FSTL3 die groften Effekte auf die Proliferation zeigten. Aus dem
Grund wurde im Folgenden diese Konzentration verwendet. Um den Einfluss von FSTL3 auf
die Proliferation von HSPZ zu analysieren wurde die Zellzahl nach 72 stiindiger Behandlung
mit FSTL3 ermittelt und die CPD berechnet (Abbildung 22). Wie in 4.3 beschrieben, zeigten
unbehandelte HSPZ aus MDS- und AML-Patienten (n= 10) eine signifikant verminderte
Proliferation im Vergleich zu HSPZ aus dem Knochenmark von gesunden Probanden (n= 5)
auf. Die Behandlung von HSPZ aus gesunden Probanden mit 10 ng/ml FSTL3 zeigte keinen
Einfluss auf die Proliferation der HSPZ. Auch die mit 10 ng/ml FSTL3 behandelten HSPZ
aus MDS- und AML-Patienten wiesen keine signifikante Verdnderung der Proliferation auf.
Demnach scheint das Protein unter den beriicksichtigten Bedingungen keinen Effekt auf die

Proliferation zu erzielen.

3 Healthy  E@ MDS/AML

CPD

Abbildung 22: Kumulative Populationsverdopplung von HSPZ aus dem Knochenmark. MDS/AML-HSPZ
(n=10) zeigten eine signifikant verminderte Proliferation als HSPZ aus gesunden Probanden. Die Behandlung
von HSPZ aus gesunden Probanden (n= 5) mit 10 ng/ml FSTL3 zeigte keine Auswirkung auf die Proliferation.
Dagegen wiesen mit 10 ng/ml FSTL3 behandelten HSPZ aus MDS/AML-Patienten eine geringfiigig erhohte

Proliferation.
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444 FSTL3 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Differenzierung von
HSPZ

Im nichsten Schritt wurde der Einfluss von FSTL3 auf die Differenzierungsfiahigkeit von
HSPZ untersucht. Die Analyse der Differenzierungsfahigkeit der HSPZ in die einzelnen
Zelltypen wurde mittels CFU Bestimmung (3.2.1.7) durchgefiihrt. Hierfiir wurden wiederum
HSPZ aus gesunden Probanden (n= 5) und HSPZ aus MDS/AML-Patienten (n= 9) iiber einen
Zeitraum von 72 Stunden mit 10 ng/ml FSTL3 behandelt, bevor sie in den CFU Assay
eingesetzt wurden. Nach 14-tdgiger Kultivierung wurden die differenzierten weillen und roten
Kolonien mikroskopisch ermittelt (Abbildung 23). Wie in 4.3 gezeigt, haben HSPZ von
MDS/AML-Patienten eine signifikant verminderte Differenzierungsfihigkeit im Vergleich zu
HSPZ aus gesunden Probanden. Die Behandlung HSPZ aus gesunden Probanden sowie aus
MDS/AML-Patienten mit 10ng/ml FSTL3 =zeigte keinen Effekt auf die
Differenzierungsfihigkeit der HSPZ (Abbildung 23).

3 Gesund E MDS/AML

Totale Anzahl Rote Kolonien WeilRe Kolonien

Colonies

Abbildung 23: Differenzierungsfihigkeit von HSPZ nach FSTL3 Behandlung. Die Kolonienanzahl der
Erythrozyten Vorlduferzellen (rote Kolonien) und der Granulozyt- Makrophagen Vorlduferzellen (weifle
Kolonien) sind signifikant vermindert in MDS/AML-HSPZ (n=9) im Vergleich zu den gesunden HSPZ (n=5).
Die Behandlung mit 10 ng/ml FSTL3 zeigte keinen Effekt auf die Differenzierungsfahigkeit von gesunden sowie
MDS/AML-HSPZ.
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4.4.5 FSTL3 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Phosphorylierung von
SMAD2 in HSPZ
FSTL3 ist involviert im Aktivin-Signalweg und fiihrt durch die Bindung an Aktivin zu dessen
biologischer Neutralisierung (Maguer-Satta et al., 2001). Folglich kommt es zu Effekten des
Aktivin Signalweges mit Auswirkungen auf die SMAD2 Phosphorylierung. Der Einfluss von
FSTL3 auf die Aktivierung des Aktivin-Signalweges wurde mittels Immunfarbung von
SMAD?2 und phosphoryliertem SMAD2 (pSMAD2) untersucht. Dafiir wurden die Proteine
nach 3-tdgiger Behandlung der HSPZ mit 10 ng/ml FSTL3 isoliert und anschlieBend durch
Western Blot und Immunfarbung die Abundanz von SMAD2 und pSMAD2 nachgewiesen.
Wie in Abbildung 19 dargestellt, waren die Level von pSMAD2 in MDS/AML-HSPZ hoher
als die pSMAD2 Level in HSPZ von gesunden Probanden. Die 3-tigige Behandlung mit
10 ng/ml FSTL3 hatte keinen Einfluss auf die pSMAD?2 Level (Abbildung 24 A). Weder die
HSPZ der gesunden Probanden noch der der MDS/AML-Patienten zeigten eine Verdnderung
der Phosphorylierung von SMAD2 nach Behandlung von 10 ng/ml FSTL3 (Abbildung 24 B).
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Abbildung 24: Western Blot, Inmunfirbung gegen SMAD2 und pSMAD2 nach FSTL3 Behandlung von
HSPZ. A) Level von pPSMAD?2 sind deutlicher hoher in HSPZ aus MDS/AML-Patienten im Vergleich zu HSPZ
aus gesunden Probanden. 10 ng/ml FSTL3 zeigte keinen Effekt auf die Phosphorylierung von SMAD2 in HSPZ

aus gesunden sowie MDS/AML-Patienten. Signale wurde auf Gesamtproteinmenge und unphosphoryliertem
SMAD2 normalisiert. B) Zwei Beispiele der Immunfirbung gegen pSMAD2 und SMAD?2 sowie die geladene
Gesamtproteinmenge in HSPZ aus einem gesunden Probanden und HSPZ aus einem AML-Patienten. Es sind

jeweils die unbehandelte Kontrolle und die 10 ng/ml FSTL3 behandelte Probe dargestellt.
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5 Diskussion
MDS und AML sind Knochenmarkserkrankungen, deren Hauptmerkmal iiber alle Subtypen

hinweg eine ineffektive Himatopoese ist. Obwohl beide Erkrankungen von einem Defekt der
HSPZ ausgehen gerdt das Knochenmark-Mikromilieu, und dabei speziell die MSZ, immer
mehr in den Fokus. Um die Grundlage zum Verstindnis der Wechselwirkung zwischen MSZ
und HPSZ im Knochenmark zu legen, wurde in dieser Arbeit das Sekretom von MSZ von
MDS- und AML-Patienten mithilfe eines proteomanalytischen Ansatzes analysiert. Hierzu
wurden die MSZ aus dem Knochenmark von 30 Probanden und Patienten isoliert, die

Uberstinde gewonnen und differenziell verglichen.
5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Das Modelsystem

Es konnte gezeigt werden, dass das Mikromilieu im Knochenmark und insbesondere MSZ
eine wichtige Rolle in der Hidmatopoese spielen. Ziel dieser Arbeit war es moglichst
umfassend zu beschreiben, dass Sekretome und damit mogliche Zielproteine an der
Interaktion von MSZ und Umgebung beteiligt sind. Da eine in vivo Charakterisierung des
MSZ-Sekretoms aufgrund der Heterogenitit des Knochenmark-Mikromilieus keine
spezifischen Aussagen iiber die beteiligten Zelltypen zuldsst, wurde ein in vitro Zellmodel
von MSZ, welches zuvor aus Patienten und gesunden Probanden isoliert wurde, verwendet.
Von Vorteil dabei ist die einfache Art der Probenentnahme, sodass ausreichend Material zur
nachgelagerten Analyse gesammelt werden kann. Ein weiterer Vorteil ist, dass Variationen
des Sekretoms, die durch Ereignisse in einer vereinfachten in vitro Umgebung induziert
werden, untersucht werden konnen (Kupcova Skalnikova, 2013; Nonnis ef al., 2016). Da die
Analyse des Sekretoms durch die in den Kultivierungsmedien vorhandenen hochabundanten
Serumbestandteile stark beeinflusst wird, wurden die Zellen nach der Kultivierung mit
serumhaltigem Medium und einer Konfluenz von ca. 80 % unter serumfreien Bedingungen
kultiviert. Dies stellt einen entscheidenden Schritt dar, um Maskierung und Kontamination
des Sekretomprofils durch die reichlich vorhandenen Serumproteine zu vermeiden (Colzani et
al., 2009; Finoulst et al., 2011; Kupcova Skalnikova, 2013). Hierbei stellte sich heraus, dass
eine Kultivierung von 48 Stunden ausreichend Material ergab und, dass die Zellen keine

Veranderung der Morphologie sowie eine hohe Vitalitdt (> 95 %) aufwiesen.
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5.1.2 Aufarbeitung der MSZ-Sekretome

Typischerweise zeichnen sich die Zellkulturiiberstinde durch geringe Proteinkonzentrationen
(ng/ml-Skala) aus. Aus dem Grund muss das Medium vor der Analyse konzentriert werden.
Dazu werden in der Literatur 31 Strategien beschrieben. Dazu gehoren die Ultrafiltration
(Yamashita et al., 2007), die Féllung (Makridakis et al., 2010) und die Dialyse gefolgt von
der Lyophilisierung (Planque et al., 2009). Die hier eingesetzte Ultrafiltration ist eine
Filtermembran-basierte Probenvorbereitung und dient zur Konzentrierung von Proben bis
20 ml. Dadurch eignet sie sich besonders fiir Sekretome (Schmudlach ef al., 2016). Der
zeitliche Aufwand der Proteinkonzentration ist mit ca. 1 h Zentrifugation gering. In eigenen
Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass der Proteinverlust bei der Ultrafiltration um bis zu
20 % geringer ist als mit der vergleichenden Methode, der Proteinfillung durch
Trichloressigsdure. Vor der massenspektrometrischen Analyse erfolgte der Verdau der
Proteine mittels der In-Gel Methode. Diese kann leicht fiir gering konzentrierte Proteinproben
(1-10 pg/ul) durchgefiihrt werden und entfernt jegliche Salz- oder Lipidkontamination ohne

weitere Reinigungsschritte durchfithren zu miissen (Gundry et al., 2009).

5.1.3 Sekretomanalyse mithilfe der Massenspektrometrie

Fir die Sekretomanalyse konnen verschiedene Methoden (z. B. 2-D Gelelektrophorese,
antikorperbasierte Verfahren, Massenspektrometrie) verwendet werden. Der hier verwendete
MS-basierte Ansatz zeigt gegeniiber anderen Methoden zur Proteinanalyse, wie z. B. der 2-D
Gelelektrophorese oder antikorperbasierte Verfahren, folgende Vorteile auf. Die Menge des
einzusetzenden Materials ist bedeutend geringer als fiir die 2-D Gelelektrophorese. Des
Weiteren kann eine globale, gleichzeitige Identifizierung und Quantifizierung von hunderten
von Proteinen erfolgen, was sich bei antikorperbasierten Verfahren als schwierig erweist
(Walpurgis et al., 2012). Fiir komplexe Proben gilt heutzutage immer noch der hier
verwendete peptidbasierte (bottom up) Ansatz als Goldstandard (Megger et al., 2013). Der
Vorteil dieser Methodik ist die gleichzeitige Identifizierung und Quantifizierung der Proben.
Die in dieser Arbeit verwendete markierungsfreie  Quantifizierung  mittels
Massenspektrometrie besitzt den Vorteil, dass die Proben ohne weitere Manipulation, wie
z.B. der Inkorporation von schweren Aminosduren (SILAC) oder der chemischen
Modifikationen des Analyten (z. B. bei iTRAQ oder der Dimethyl-Markierung), quantifiziert
werden konnen. Den bedeutendsten Vorteil der markierungsfreien Quantifizierung stellt der

sehr hohe dynamische Bereich dieser Methode dar, welcher wesentlich hdher liegt als bei
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Methoden die sich der Markierung mit stabilen Isotopen bedienen (Liu et al., 2013; Old et al.,
2005).

5.2 Biologische Diskussion

5.2.1 MSZ Analyse von gesunden Probanden

Um einen generellen Uberblick iiber das Sekretom von MSZ zu bekommen wurden in einer
Vorstudie 8 MSZ-Sekretome, sowie 4 MSZ-Proteome aus dem Knochenmark gesunder
Probanden analysiert. Neben der Charakterisierung des Sekretoms diente die Analyse zur
Einordnung von Kontaminationen aus der Kultivierung und Aufarbeitung der Zellen. Diese
Art der kombinierten Analyse wurde bereits von anderen Gruppen erfolgreich angewandt
(Grube et al., 2018; Luo et al., 2011; Stiess et al., 2015). Bioinformatische Programme, die
fiir die Identifzierung und Quantifizierung von Proteinen benutzt werden (z. B. Maxquant),
vollziehen einen Datenbankabgleich mit einer Kontaminantenliste, um potentielle
Kontaminationen zu identifizieren. Dabei sind jedoch nur die kontaminierenden Proteine aus
der Probenvorbereitung, wie z. B. Kilberserum, enthalten. In unserer Analyse wurden
Proteine als Kontaminanten definiert, die zwar jeweils im Sekretom und Proteom identifiziert

wurden, aber siginifkant im Proteom angereichert waren.

Bei der Analyse der Sekretome von 8 gesunden MSZ wurden 650 Proteine identifiziert und
2220 Proteine in den 4 Proteom Proben. Enes et al. haben mittels massenspektrometrischer
datenunabhingiger Erfassungsanalyse (data-independent acquisition (DIA)) 2772 Proteine in
einer Proteomanalyse von MSZ aus dem Knochenmark von gesunden Probanden (n= 3)
identifiziert (Rolandsson Enes ef al., 2017). Mindaye et al. konnten in sechs kommerziell
erhiltlichen MSZ Zelllinien mittels ESI MS 3866 Proteine identifizieren. Die Anzahl an
Proteinidentifizierungen im Proteom in dieser Arbeit liegt leicht unter bereits publizierten

Daten, was mitunter der niedrigen Probenanzahl zuzuschreiben ist.

Die GO-Annotierung der gefilterten 315 Proteine im Sekretom bestdtigt, durch den im MSZ-
Sekretom erhaltenen Anstieg von extrazelluliren Proteinen auf mehr als 60 %, die
ausgewdhlten Selektionskriterien im Vergleich zu dem ungefilterten Sekretom. Der Vergleich
mit anderen Studien, die auf die Charakterisierung des humanen MSZ abgeleiteten Sekretoms
abzielten, ergab, dass von mir annotierte Kontaminanten Teil der publizierten Sekretomlisten
waren (Maffioli et al., 2017; Pires et al., 2016; Teixeira et al., 2016). Beispielsweise wurden
Proteine wie Serumalbumin, Cysteine and glycine-rich protein 1 (CRP1) und Neuroblast

differentiation-associated protein AHNAK, die in dieser Studie als Kontaminationen
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eingestuft wurden, als Kandidatenproteine in anderen Studien von MSZ-Sekretomen in
Betracht gezogen. Serumalbumin stellt dabei eine Kontamination aus der Zellaufarbeitung
und der Kultivierung mit serumhaltigem Medium dar. CRP1 und AHNAK dagegen sind 2
zytoplasmatische bzw. nukledre Proteine fiir die es, bis dato, keinen Nachweis der Sekretion
gibt und welche in der vorliegenden Studie signifikant im Proteom angereichert waren.
Teixeira und Kollegen analysierten den Uberstand aus humanen Knochenmark-MSZ unter
statischen Kulturbedingungen durch Massenspektrometrie (120 Proteine) und berichteten iiber
Proteine aus Zellkulturmedium, wie z. B. Serumalbumin und Haptoglobin, als Kandidaten-
Sekretionsproteine (Teixeira et al.,, 2016). Maffioli und Kollegen verwendeten einen
massenspektrometrischen Ansatz und identifizierten im MSZ-Sekretom (257 Proteine)
verschiedene Kern- oder Zytoplasmaproteine (z. B. CRP1 und AHNAK), die aufgrund einer
Anreicherung im Proteom in dem hier durchgefiihrten Ansatz ausgeschlossen wurden
(Maffioli et al., 2017). Das Entfernen von Proteinen die im Proteom angereichert sind kénnte
zur Folge haben, dass man richtig-positive Proteine entfernt. Dies hitte zur Folge, dass gering
sekretierte Proteine, die kumuliert in der Zelle vorliegen, rausgefiltert werden. Des Weiteren
besteht die Moglichkeit, dass man nicht bekannte sekretorische Proteine ausschlief3t, die liber
den noch wenig erforschten Weg der unkonventionellen Sekretion aus der Zelle geschleust
werden. Aus dem Grund muss das Entfernen von Proteinen aus dem Sekretom mit Bedacht
und Sorgfalt durchgefiihrt werden. Jedoch bestitigen die Ergebnisse der Zunahme an
extrazelluldren Proteinen, dass, vor der Integration von Sekretomdaten aus Knochenmark-
MSZ in einen biologischen Kontext, sowohl der Beitrag von toten Zellen als auch von

Zellkulturmedium berticksichtigt werden muss.

Der komplette Intensititsbereich der MSZ Proteine im Sekretom wurde in die drei
Abundanzbereiche hochabundant, mittelabundant und niedrigabundant geteilt. Zu den
hochabundanten Proteinen zihlten viele extrazellulare Matrixproteine (EZM Proteine), wie z.
B. Kollagene oder Fibrilline. Es ist bekannt, dass diese EZM Proteine eine wichtige Rolle bei
der Adhidsion himatopoetischer Zellen innerhalb der Knochenmark-Mikroumgebung spielen
und Schliisselkomponenten fiir die Knochenmark-Mikroumgebung darstellen (Ichioka et al.,
2005; Klein et al., 1995). Klein et al. zeigten, dass Kollagen Typ VI ein starkes
Adhisivsubstrat fiir verschiedene mononukledre Knochenmark Zellen ist (Klein et al., 1995).
Lu et al. haben bei Myelofibrose nachgewiesen, dass die Progression von malignem HSPZ zu
einer erhohten Expression des EZM-Proteins Kollagen Typ 1 (COL1AT1) beitrdgt (Lu et al.,

2015). Unter den Kandidatenproteinen, die mit dem beobachteten regenerativen Phinotyp
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verbunden waren, berichteten sie z. B. von Insulin-like Growth Factor 2 (IGF2), welches auch
in unserer Studie im mittleren Abundanzbereich gefunden wurde (Kuljanin et al, 2017).
Proteine, die dem biologischen Prozess der Signaltransduktion und Zellkommunikation
zugeordnet wurden, sind meist dem mittleren und niedrig abundanten Bereich zugeordnet
worden. Im Bereich geringer Abundanz wurden verschiedene Zytokine und
Wachstumsfaktoren identifiziert, wie z. B. VEGFC, TGFB1, TGFB2 und GDF6. Jedoch
wurden einige Zytokine, wie z. B. IL6 oder CCL2, die bekannterweise von MSZ sekretiert
werden nicht identifiziert. Dies zeigten auch Ranganath ef al. durch LC-MS/MS Analysen, bei
denen die Identifizierung vieler Zytokine und Wachstumsfaktoren aufgrund der geringen
Abundanz nicht mdglich war (Ranganath ef al., 2012). Eine geringe Identifizierung niedrig
abundanter Zytokine wird begiinstigt durch hochabundante Serumproteine aus der
Zellkultivierung, die eine Verschiebung des dynamischen Bereichs zur Folge haben und

niedrig abundante Zytokine und Wachstumsfaktoren maskieren (Latosinska ef al., 2015).

Die im niedrig abundanten Bereich identifizierten Mitglieder der TGFB-Familie sind
Zytokine, die eine wichtige Rolle in Krebserkrankungen, Immunregulation und Wundheilung
spielen (Li et al, 2006). In Sdugetieren sind drei TGFB-Isoformen beschrieben: TGF1,
TGFB2 und TGFR3. TGFP1 ist ein zu den Zytokinen zdhlendes Signalmolekiil und spielt eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Zellen und Geweben. Weiterhin gewinnt TGFf1
aufgrund seiner zentralen Funktion bei der Kontrolle von Entziindungsreaktionen groBes
Interesse auf dem Gebiet der hamatologischen Erkrankungen (Li und Flavell, 2008). In
verschiedenen Experimenten mit Knochenmarkszellen konnte eine Beteiligung von TGFB1 an
verschiedenen Erkrankungen, darunter himatologische Erkrankungen, gezeigt werden (Bruns
et al., 2012; Rio und Bueren, 2016; Sing ef al., 1988; Zhou et al., 2016; Zhou et al., 2008).
Bruns et al. zeigten zudem eine Beziehung zwischen der Uberexpression von TGFB1 in der
Knochenmark-Mikroumgebung und der verringerten Unterstiitzungskapazitit fiir
Stammzellen beim multiplen Myelom (Bruns et al, 2012). Bei hématologischen
Erkrankungen, wie z. B. MDS, fiihrte eine Uberaktivierung der TGFB-Signalgebung zur
Suppression der roten Reihe (Zhou et al., 2008). Stromal cell-derived factor 1 (SDF1), auch
bekannt als CXC-Motiv-Chemokin 12 (CXCL12), wurde im mittleren Abundanzbereich
gefunden. SDF1 wirkt als ein wichtiger hdmatopoetischer Wachstumsfaktor und scheint die
Mobilisierung, Migration und Rekrutierung von MSZ zu verbessern (Askari et al., 2003).
Hwang et al. zeigten eine erhohte Expression von SDF1 in Knochenmark-MSZ im Vergleich

zu MSZ anderer Gewebe. Dies filhrte zu der Annahme, dass SDF1 eine Rolle bei der
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Mobilisierung von Knochenmark-MSZ spielen konnte (Hwang et al., 2009). Durch die
Charakterisierung und die Identifizierung verschiedener Proteine wie SDF1 oder Mitglieder
der TGFB-Familie im Sekretom von MSZ, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Sekretomdaten aus kulturexpandiertem MSZ, die aus dem Knochenmark gesunder Probanden

stammen, mit physiologischen Prozessen verkniipft werden konnen.

Eine detaillierte Analyse der 315 Proteine des MSZ-Sekretoms zeigte, dass 25 % der Proteine
am Zellwachstum und/oder -erhalt beteiligt waren und 22 % an Signaltransduktion und
Zellkommunikation. Kuljanin und Kollegen, die das Sekretom der MSZ mit einem
regenerativen Phénotyp mittels eines SILAC-basierten quantitativen Proteomik-Ansatzes
analysierten, wiesen bereits darauf hin, dass die sekretierten Proteine mit Zellwachstum,
Matrixremodellierung und proangiogenen Eigenschaften assoziiert waren (Kuljanin et al.,
2017). Ferner wurde gezeigt, dass MSZ durch die Sekretion einzelner Wachstumsfaktoren
einen regenerativen Effekt auf das Zellwachstum verschiedener Zelltypen haben kénnen (Lee

et al., 2018; Leuning et al., 2017; Reinders et al., 2014; Schepers und Fibbe, 2016).

Durch Analyse der Peptidmuster von Sekretomen und Zelllysaten konnten in dieser Arbeit
insgesamt 17 Proteine als Kandidaten fiir die proteolytische Prozessierung identifiziert
werden. Fiir 10 Proteinkandidaten (PTPRK, VASN, CADI11, NRPI1, PTK7, LRP1, CD44,
PLXB2, NOTC2/3) wurde bereits eine proteolytische Spaltung von der Zelloberfliche
beschrieben (Artigiani et al., 2003; Golubkov und Strongin, 2012; Kim ef al., 2011; Lu et al.,
2009; Malapeira ef al., 2011; Nagano und Saya, 2004). Plexin-B2 (PLXB2), ein Semaphor-
Rezeptor, wurde in mehreren Zelllinien proteolytisch prozessiert (Artigiani et al., 2003).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Tyrosine-protein kinase-like 7 (PTK-7), ein
Bestandteil der kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwege, in invasiven
Fibrosarkom-HT1080-Zellen proteolytisch abgespaltet werden kann (Golubkov und Strongin,
2012). Fiir die anderen 7 Proteine (MXRAS, CD248, 4F2, APMAP, ENPP1, CKAP4, ITB1)
ist in der Literatur keine proteolytische Prozessierung beschrieben. Das Protein CD248, das
auch als Endosialin bezeichnet wird, ist ein Single-Pass-Transmembranrezeptor und wird auf
MSZ exprimiert (Lax et al., 2010). Es ist assoziiert mit Matrix-Metalloproteinase-Aktivitat
und scheint eine Rolle in Gewebeumbau und -reparatur zu spielen, die durch proteolytische
Verarbeitung positiv beeinflusst werden (Bagley ef al, 2009). Der in dieser Arbeit
angewandte Ansatz, der die Peptidmuster von Sekretomen und Zelllysaten vergleicht, zeigte,
dass es Hinweise fiir mogliche proteolytisch prozessierte Proteine gibt. Diese kdnnten eine

funktionelle Rolle bei der Signalgebung von Zellen im menschlichen Knochenmark spielen.
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5.2.2 Differenzielle MSZ-Sekretomanalyse von gesunden Probanden, MDS-
und AML-Patienten
Durch die differenzielle massenspektrometrische Analyse von 30 MSZ-Sekretomen aus
gesunden Probanden sowie MDS/AML-Patienten konnten insgesamt 1432 Proteine
identifiziert und 568 Proteine relativ quantifiziert werden. Bis dato wurde noch keine
vergleichende MS Analyse des Sekretoms von MSZ aus dem Knochenmark von Patienten mit
MDS und AML durchgefiihrt. Bisher analysierten Gruppen ausschlielich MSZ-Sekretome
gesunder Probanden, wie die Gruppe um Enes und Kollegen, die mittels
massenspektrometrischer datenunabhingiger  Erfassungsanalyse (data-independent
acquisition (DIA)) 961 Proteine im Sekretom von MSZ aus dem Knochenmark von gesunden
Probanden (n= 3) identifizieren konnten (Rolandsson Enes et al., 2017). Maffioli und
Kollegen identifizierten durch einen LC-ESI-MS/MS Ansatz 257 Proteine im MSZ-Sekretom
(Maffioli ef al., 2017). Auch Rocha ef al. haben das Sekretom von gesunden MSZ durch LC-
ESI-MS/MS in Bezug auf die Chondrogene Differenzierung untersucht. Sie konnten in drei
biologischen Replikaten mit je 8 Fraktionen 1043 Proteine identifizieren. Kim et al., die das
Sekretom von kommerziell erhdltlichen MSZ mit einem Flugzeit-Massenspektrometer
untersuchten, konnten 315 Proteine identifizieren. Aufgrund der hohen Anzahl von 30
humanen Knochenmark-MSZ-Sekretomen von drei verschiedenen Patienten- und
Probandengruppen, die erstmals fiir eine differentielle Sekretomstudie von MSZ verwandt
wurden, konnte in der hier vorliegenden Arbeit eine iiberdurchschnittliche Anzahl von 1432

Proteinen identifiziert werden.

Neben der Analyse der MSZ-Sekretome aus gesunden Probanden wurden MSZ-Sekretome
aus MDS- und AML-Patienten analysiert. MDS ist eine heterogene Erkrankung des
Knochenmarks bei der der normale Reifungsprozess der Blutzellen gestort ist. Diese Patienten
haben ein hohes Risiko in eine AML iiberzugehen, bei der eine hohe Anzahl dysplastische
Zellen und Vorlduferzellen (Blasten) gebildet werden. Da beide Erkrankungen zwar im
Knochenmark stattfinden, aber an sich unterschiedlich zu betrachten sind, wurden im
Folgenden MSZ-Sekretome aus Patienten mit MDS und Patienten mit AML separat

analysiert.

5.2.2.1 Differentielle Analyse des Sekretoms vom MDS-Patienten
Der in dieser Arbeit zum ersten Mal durchgefiihrte differenzielle quantitative Vergleich
zwischen dem MSZ-Sekretom aus gesunden Probanden und dem MSZ-Sekretom aus MDS-

Patienten ergab 12 signifikant differenziell unterschiedliche Proteine. Hierbei zeigte sich, dass
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die 12 differenziellen Proteine unterschiedlichen Proteingruppen angehodren. Eine GO-
Annotierung der biologischen Prozesse zeigte, dass 25 % der Proteine, darunter SOD2,
COL8AI1 und LTBP2, in Zellwachstum und/oder -erhaltung und weiterhin 25 % (TKT,
GALNTI1, B4GALT1) in dem biologischen Prozess Metabolismus involviert sind. Diese
biologischen Prozesse spiegeln hauptsichlich die Prozesse der MSZ-Sekretom Studie von
gesunden Probanden wieder. Die Anzahl an differenziellen Proteinen scheint bei der hohen
Anzahl quantifizierter Proteine gering. Dies konnte auf die Heterogenitit der Probengruppen
zuriickzufiihren sein. Es ist bekannt, dass eine Heterogenitit von Patientenproben durch
unterschiedliche Altersgruppen oder verschiedene Vorerkrankungen zu Stande kommen kann
(Fidler und Hart, 1982; Heppner, 1984). Elsafadi und Kollegen konnten diese molekulare und
funktionelle Heterogenitit durch zytochemische Féarbungen, Differenzierungsassays,
Durchflusszytometrie und Elektronenmikroskopie in kultivierten gesunden MSZ aus dem
Knochenmark zeigen (Elsafadi ef al., 2016). Trotz der im Vorfeld der Studie durchgefiihrten
klinischen Charakterisierungen der Patienten (u. a. Vorerkrankungen, Alter, Geschlecht) und
der daraus resultierenden Auswahl der Patienten ist eine Heterogenitdt der Patientenproben

unvermeidbar.

5.2.2.2 Differentielle Analyse des Sekretoms von AML-Patienten

In der quantitativen Analyse zwischen dem MSZ-Sekretom aus gesunden Probanden und dem
von AML-Patienten zeigten 34 Proteine einen signifikant differentiellen Unterschied auf. In
diesem quantitativen Vergleich liegt die Anzahl der signifikant unterschiedlichen Proteine
hoher als im Vergleich der Sekretomen von gesunden Probanden und MDS-Patienten. Im
Vergleich zu MDS zeigte sich, dass mit 50 % der Proteine (darunter SI00A8, COL2A1,
COL3A1, FSTL3) ein hoherer Anteil eine Rolle im Prozess Zellwachstum und/oder -
erhaltung spielt.

Fiir die folgende funktionelle Validierung wurde das differentielle Protein FSTL3 verwendet.
Das Protein Follistatin-related protein 3 (FSTL3) wies mit einer sechsmal hoheren Abundanz
in MSZ von gesunden Probanden und einem p-Wert von 0,002 einen hochsignifikanten
Unterschied auf. Weiterhin wurde FSTL3 in dieser Studie nicht im Proteom nachgewiesen.
FSTL3 ist ein beschriebenes sezerniertes Glykoprotein mit einem Signalpeptid und gehort
demnach zu den klassisch sekretierten Proteinen. Es ist bekannt, dass es als ein bindendes und
antagonisierendes Protein fiir Mitglieder der TGFp-Familie (TGFfs, Aktivine,
knochenmorphogenetische Proteine (BMPs)) wirkt (Abbildung 25). Dabei inhibiert FSTL3

hauptsichlich das Protein Aktivin, welches in Zellen durch seinen entsprechenden Aktivin-
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Signalweg Prozesse beeinflussen kann (Abbildung 25). Aktivin ist ein sekretiertes Protein,
das von einer Vielzahl von Geweben produziert wird und dem wichtige endokrine und
parakrine Funktionen zugeschrieben werden. Es wurde gezeigt, dass Aktivin grundlegende
Prozesse, wie Zellproliferation und -differenzierung, Entwicklung und Reproduktion, steuert
(DePaolo, 1997; Phillips und de Kretser, 1998). Mehrere Studien haben gezeigt, dass Aktivin
sowie FSTL3 von Knochenmark Stromazellen produziert und sekretiert werden. Weiterhin
konnte ein Zusammenhang zwischen den beiden Faktoren und der hématopoetischen
Differenzierung, insbesondere in Zellen der Erythroid-Linie, gezeigt werden (Hayette et al.,
1998; Yamashita et al.,, 1992; Yu und Dolter, 1997). Ferner wird FSTL3 aber auch mit
einigen Erkrankungen, wie Niereninsuffizienz und Brustkrebs in Verbindung gebracht
(Kralisch et al., 2017; Mukherjee et al., 2007). Bis dato existiert jedoch kein spezieller
Zusammenhang zwischen FSTL3 und den hdmatologischen Erkrankungen MDS oder AML.
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Abbildung 25: Aktivin-Signalweg. Extrazellulidre Liganden: Aktivine oder Nodal binden an Typ 1 (ACVRIIA /
[IB) und Typ 2 Transmembranrezeptoren (ALK4/7), wihrend TGFB-Wachstumsfaktoren an TBRI /ALKS und
TBRII binden. Nodal erfordert die zusétzliche Bindung des Transmembran-Korezeptors CRIPTO1, um einen
aktivierten Rezeptorkomplex mit Typ-I- und Typ-II-Rezeptoren zu bilden. Der aktivierte Rezeptorkomplex
(sowohl fiir Aktivin/Nodal als auch fiir TGFB-Signalwege) phosphoryliert SMAD2- und SMAD3-Proteine, die
im Komplex mit SMAD4 in den Zellkern gelangen. SMAD-Proteine wirken als Transkriptionsregulatoren und
sind in der Lage die Transkription ihrer Ziel-Loci durch Rekrutierung von epigenetischen Modifikationen zu
induzieren oder zu unterdriicken, was die Zugénglichkeit des umgebenden Chromatins durch epigenetische
Modifikationen an Histonen oder DNA weiter modulieren wird. In einigen Zelltypen konnen SMAD2- und
SMAD3-Proteine mit SMAD1, SMADS oder SMADS interagieren, die normalerweise die BMP4-Signalgebung
vermitteln und so die Kommunikation zwischen den Aktivin/Nodal- und BMP-Signalwegen vermitteln

(Modifiziert nach Pauklin und Vallier, 2015).
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Aus den vorliegenden Ergebnissen der differentiellen Sekretomstudie wurde die Hypothese
aufgestellt, dass das von MSZ sekretierte FSTL3 Effekte auf die Aktivin-Signalkaskade und
damit einhergehend auf die SMAD-Signalkaskade der HSPZ haben konnte (Abbildung 26).
Es ist bekannt, dass HSPZ unterschiedliche zelluldre Reaktionen auf die TGFB-SMAD
Signalgebung zeigen. Diese Signaltransduktion beeinflusst den Zellzykluszustand und damit
die Proliferationskapazititen (Challen et al., 2010). Die Signalgebung, durch bspw. AktivinA,
wird durch 16sliche Bindungsproteine streng reguliert. FSTL3 bindet mit hoher Affinitdt an
AktivinA und verhindert, dass Aktivin an seine eigenen Rezeptoren bindet, wodurch seine
Signalgebung blockiert wird (Abbildung 25). Wie bei anderen Mitgliedern der TGFB-Familie
funktioniert die Aktivin Signalkaskade iiber einen heteromeren Komplex von
transmembranen Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren: Aktivin bindet an einen Typ-II-
Rezeptor, der ein Aktivin Typ I-Rezeptor-Signal entlang des SMAD-Wegs rekrutiert,
phosphoryliert und somit aktiviert. Aktivin und TGFf wirken durch SMAD2 und SMAD3.
Phosphoryliertes SMAD2 und SMAD3 bilden einen heteromeren Komplex mit dem
gemeinsamen Mediator SMAD4, translozieren in den Zellkern und aktivieren die
Transkription von Zielgenen in einer zelltypspezifischen Weise durch Interaktion mit DNA
und anderen nukledren Faktoren (Abbildung 25) (Derynck et al., 1998; Massague und
Wotton, 2000; ten Dijke ef al., 2000; Wrana, 2000).

Somit wurde postuliert, dass das sekretierte FSTL3 von gesunden MSZ freies AktivinA im
Knochenmark-Mikromilieu bindet. Das gebundene und damit inaktive AktivinA kann nicht
an seinen, auf den HSPZ befindlichen, Rezeptor binden. Folglich wird die Signaltransduktion
in den HSPZ inhibiert und die normalen Hamatopoese kann stattfinden (Abbildung 26 links).
Eine geringere FSTL3 Sekretion von MSZ in hdmatologisch erkrankten Patienten wiirde zu
einer vermehrten Aktivierung fiihren und damit zu einer erhohten Signaltransduktion mit
Effekten auf bspw. die Proliferation und Differenzierung der HSPZ. Dies konnte die
Pathogenese von MDS und AML begiinstigt (Abbildung 26 rechts).
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Abbildung 26: Mogliche funktionelle Effekte der differenziellen Sekretion von FSTL3 auf HSPZ im MDS
und AML Kontext. Die verminderte Sekretion von FSTL3 von MSZ aus hidmatologisch erkrankten Patienten
fithrt zu einer verminderten Inhibierung von Aktivin und folglich zu einer hoheren Aktivierung des Aktivin
Signalweges und der SMAD Signalisierung in HSPZ. Dies konnte Effekte auf die Proliferation, Differenzierung
und Genexpression der HSPZ im Knochenmark haben, was zur Pathogenese von MDS und AML beitragen

koénnte.
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5.3 Funktionelle Validierung von FSTL3

In dieser Arbeit wurde FSTL3 als signifikant differentiell von MSZ sekretierter Kandidat
zwischen gesunden Probanden und MDS/AML-Patienten identifiziert. FSTL3 konnte Effekte
auf die flir MDS und AML hauptsédchlich verantwortlichen HSPZ haben. Aus dem Grund
wurden HSPZ aus dem Knochenmark von gesunden Probanden und MDS/AML-Patienten
isoliert, 72 Stunden mit humanem rekombinanten FSTL3 behandelt und anschliefend die
Effekte von FSTL3 auf die Proliferation und die Differenzierung von HSPZ und auf den

Aktivin Signalweg untersucht.

5.3.1 Methodische Aspekte der funktionellen Validierung von FSTL3 an HSPZ

Der erste Ansatz fiir eine funktionelle Validierung von FSTL3 im MDS/AML Kontext war
die Inkubation von HSPZ mit dem konditionierten Uberstand der MSZ und gleichzeitiger
Inhibierung von FSTL3. Da jedoch kein funktionierender antagonisierender Antikorper fiir
FSTL3 erhiltlich war, konnte keine Inhibierung von FSTL3 durchgefiihrt werde. Deshalb
wurden in einem néchsten Schritt HSPZ in vitro mit rekombinanten FSTL3 behandelt, um
funktionelle Effekte von FSTL3 auf HSPZ zu untersuchen. FSTL3 ist ein Antagonist fiir die
TGFB-Familienmitglieder, insbesondere AktivinA. Aus dem Grund wurde in einem ersten
Schritt untersucht, ob die HSPZ in dem verwendeten Zellkulturmodell, den Liganden AktivinA
exprimieren konnen. Die Ergebnisse zeigten, dass HSPZ aus gesunden Probanden sowie aus
MDS/AML-Patienten AktivinA (Dimer aus INHBA) exprimieren konnen und eine hdhere
Expression in HSPZ aus hdmatologisch erkrankten Patienten zu verzeichnen war. Dadurch ist
eine autokrine Funktion von AktivinA moglich. Dies deckt sich mit bereits publizierten
Daten, die eine Expression und eine aktive Bildung von AktivinA in HSPZ zeigten (Hayette
et al., 1998; Patella et al., 2006; Portale ef al., 2018; Yamashita ef al., 1992; Yu und Dolter,
1997). Neueste Publikationen demonstrierten, dass eine hohe Expression von INHBA
(folglich AktivinA) ein negativer prognostischer Faktor fiir AML ist (Si et al., 2018). Ferner
scheint AktivinA ein Schliisselfaktor zu sein, der den Leukdmiezellen einen Migrationsvorteil
gegeniiber der gesunden Hamatopoese verschafft (Portale ef al., 2018). Um die Ko-Kultur mit
FSTL3 zu optimieren wurde in Vorexperimenten an humanen HSPZ die Konzentration vom
kommerziell erhéltlichen humanen rekombinanten FSTL3 Protein austitriert und die Dauer
der FSTL3 Ko-Kultur ermittelt. Anhand von Proliferationsanalysen zeigte die Ko-Kultur mit
10 ng/ml FSTL3 den eindeutigsten Effekt. Zusétzlich erwies sich eine Inkubationsdauer von
72 Stunden als optimal. Dieser Zeitintervall wurde auch schon in anderen HSPZ und MSZ

Ko-Kultur Experimenten verwendet (Geyh ef al., 2013). Die Effekte auf die Funktionalitdt der
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HSPZ wurde, nach Ko-Kultur mit FSTL3, durch Analyse der Proliferation, Differenzierung
und der verdanderten Proteinabundanz von phosphoryliertem und unphosphoryliertem SMAD?2

untersucht.

Fiir die Proliferationsexperimente wurde eine bestimmte HSPZ Zellzahl (0,2x10°) in 6-Wells
ausgesit und nach drei Tagen Ko-Kultur mittels automatisierter Zellzdhlung die
Proliferationsfdhigkeit ~ ermittelt. = Dabei  ist zu  beachten, dass  mdgliche
Pipettierungenauigkeiten eine Varianz in den Proliferationszahlen zu Folge haben konnte.
Durch die im Labor standardisierte angewandte Methode wurde dieser Fehler moglichst
gering gehalten. Eine zusitzliche Varianz der Proliferationsrate einzelner humaner
Primérproben entsteht durch die biologische Varianz der Zellen und Vorerkrankungen und
dem Alter der Probanden/Patienten (Fidler und Hart, 1982; Heppner, 1984). Aufgrund der
relativ geringen Probenanzahl ist diese Varianz demnach nicht zu vernachlédssigen. Um die
Differenzierungsfiahigkeit der HSPZ zu untersuchen wurde der koloniebildende Einheiten
Assay (CFU) eingesetzt. Durch ihre Fiahigkeit zur Bildung von Kolonien in einem
semisoliden Medium ist der CFU heutzutage immer noch der Goldstandard um das
Proliferations- und Differenzierungsmuster von hématopoetischen Vorlduferzellenzu
untersuchen. Die Anzahl und die Morphologie der Kolonien, die durch eine festgelegte
Anzahl von eingesetzten Zellen gebildet werden, liefern vorldufige Informationen iiber die
Differenzierung und Proliferation von Progenitoren (Sarma et al., 2010). Um einen hohen
Fehler bei den Analysen zu vermeiden fiihrt einzig die strenge Standardisierung dieser
Methode zu reproduzierbaren Ergebnissen (Pamphilon ef al., 2013). Die Effekte auf den
SMAD?2 Signalweg wurden durch Western Blot Analysen der beiden Faktoren SMAD2 und
phosphoryliertes SMAD2 durchgefiihrt. Durch die Ko-Kultur der HSPZ mit FSTL3 sollte
freies AktivinA gebunden werden, wodurch es zu einer Inhibierung des Aktivin Signalweges

kommen sollte. Dies hitte zur Folge, dass weniger SMAD?2 phosphoryliert wiirde.
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5.3.2 Knochenmark-HSPZ aus hamatopoetisch erkrankten Patienten zeigen
funktionelle Defizite
MDS und AML sind Erkrankungen des Knochenmarks bei der der normale Reifungsprozess
der Blutzellen gestort ist und es zu Anomalien in der Proliferation und Differenzierung von
erythroiden und myeloiden Vorlduferzellen kommt. Diese Beobachtung, welche in der
klinischen Diagnostik festgestellt wird, konnte in der hier vorliegenden Arbeit bestétigt
werden. Die aus dem Knochenmark von gesunden Probanden und hdmatologisch erkrankten
Patienten isolierten HSPZ wurden fiir 72 Stunden kultiviert. Dabei zeigte die funktionelle
Analyse der Proliferationsfahigkeit, dass MDS/AML-HSPZ (n= 10) signifikant geringer
proliferieren als gesunde HSPZ (n= 5) und dieses Ergebnis das klinische Bild von MDS und
AML wiederspiegelt. Diese Beobachtung konnte auch im Zuge der Differenzierungsfahigkeit
von HSPZ aus hdmatopoetisch erkrankten Patienten in vitro gezeigt werden. Die
Differenzierungsfahigkeit in die rote Linie sowie in die weile Linie war erheblich vermindert.
Auch dieses Ergebnis spiegelt die klinische Symptomatik, wie sie bei Patienten mit MDS und
AML auftritt, wider. Einige wenige Studien konnten dhnliche Effekte bei erythroiden und
myeloiden Vorlduferzellen in MDS zeigen. So stellten Li und Kollegen sowie Sawada und
Kollegen Anomalien in der Proliferation und Differenzierung von erythroiden und myeloiden
Vorlduferzellen in MDS fest (Li et al., 2016; Sawada, 1994). Diese Ergebnisse zeigen, dass
der experimentelle in vitro Ansatz erfolgreich war und sich die mangelnde Funktionalitét der
HSPZ in MDS und AML wiederspiegelt. In dieser Arbeit zeigte sich eine erhdhte
Phosphorylierung von SMAD?2 in HSPZ von MDS/AML-Patienten im Vergleich zu gesunden
Probanden. Dies weist auf eine Beteiligung der TGFpB-Ligandenfamilie und der SMAD-
Signalkaskade in HSPZ aus hdmatologischen erkrankten Patienten hin. Die meisten
vorangegangenen Studien fokussierten sich auf den TGFp-Signalweg und dem damit
zusammenhdngenden SMAD Signalweg und dessen Rolle in hdmatologischen Erkrankungen.
Insgesamt zeigt die TGFB-SMAD Signalgebung eine wesentliche Funktion bei der Kontrolle
der Selbsterneuerung von Stammzellen in verschiedenen Geweben, darunter auch im
hidmatopoetischen System (Huang und Huang, 2005). Es wurde gezeigt, dass die
Uberaktivierung der TGFp-Signalgebung bei HSPZ ein wichtiger Mechanismus ist, der die
hidmatopoetische Insuffizienz bei MDS vermittelt (Bhagat et al., 2013; Zhou et al., 2008).
Desweitern zeigte sich eine mRNA-Uberexpression von TGFfI in HSPZ von Patienten mit
MDS und AML durch quantitative Analyse sowie durch Analyse von Daten von 173 AML-
Proben, die mit 967 Proben gesunden Gewebes verglichen wurden (Geyh et al., 2018b). Wu
und Kollegen haben eine abnormale Expression des TGFB-Typ-II-Rezeptors bei AML
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festgestellt (Wu et al., 2017). Ferner wurde gezeigt, dass HSPZ von Patienten mit AML
verdnderte TGFp-Signaltransduktionswege aufweisen, welches ihnen ermoglicht sich der
TGFB-vermittelten Wachstumskontrolle zu entziehen (Koschmieder et al., 2001). Diese
bereits verdffentlichten Publikationen zeigen, dass TGFB und dadurch die SMAD
Signalkaskade als einer der starksten Inhibitoren des Wachstums von HSPZ in vitro eingestuft
wird und, dass das Wachstum von HSPZ durch Wirkungen, sowohl auf den Zellzyklus als
auch auf die Apoptose, regulieren kann (Fortunel et al., 2000; Jacobsen et al., 1995; Veiby et
al., 1996). Sowohl der Aktivin Signalweg als auch der TGFpB-Signalweg wirken {iber die
SMAD Signalkaskade. Zhou et al. zeigten, dass SMADZ2 in MDS konstitutiv aktiviert ist und
in Genexpressionsprofilen von MDS-HSPZ Zellen {iiberexprimiert wird. Aktivin besitzt
dieselben aktivierenden Eigenschaften wie TGFB und gemeinsam nutzen sie Rezeptoren und
Transduktionsproteine (Utsugisawa ef al., 2006). Die Beteiligung von Aktivin im Gegensatz
zu TGFP ist jedoch in hdmatopoetischen Stammzellen bislang unklar (Pauklin und Vallier,
2015). Einige Publikationen weisen auf eine aktive Rolle in der Himatopoese hin (Shao et al.,
1992; Shav-Tal und Zipori, 2002; Yu und Dolter, 1997). Neuste Publikationen zeigten hohe
Expressionen von INHBA in AML und, dass diese hohe Expression ein Prognosefaktor fiir
AML ist (Si et al., 2018). Weiterhin wurde aktuell gezeigt, dass AktivinA einen
Schliisselfaktor darstellt, der Leukdmiezellen einen Migrationsvorteil gegeniiber einer
gesunden Hamatopoese innerhalb der leukdmischen Nische verleiht (Portale ef al., 2018). Die
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit, die eine erhohte Abundanz von phosphoryliertem
SMAD?2 zeigten, unterstiitzen die Hypothese, dass die SMAD Signalkaskade eine Rolle in
MDS und AML spielt. Die genauen Zusammenhidnge miissen jedoch weiter im Detail

erforscht werden.
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5.3.3 FSTL3 hat keinen funktionellen Effekt auf HSPZ

In der vorliegenden Arbeit konnte in vitro, trotz vorab optimierter Experimentbedingungen,
kein signifikanter Effekt von FSTL nach 72 stiindiger Ko-Kultur mit 10 ng/ml FSTL3 auf die
Proliferation, Differenzierung und auf die SMAD Signalkaskade von HSPZ gezeigt werden.
Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine Studien der Proliferationsfahigkeit,
Differenzierungsfihigkeit sowie der Auswirkungen auf die SMAD Signalkaskade von HSPZ
nach FSTL3 Behandlung. Das Knochenmarkmikromilieu ist ein komplexes System
verschiedenster Zellen und Faktoren, die im gesunden Menschen durch fein abgestimmte
Prozesse zu einer normalen Blutbildung fiihren. Wenn diese fein abgestimmten Prozesse
auller Kontrolle geraten kann es zu hédmatologischen Erkrankungen kommen. Das fiir die
Validierung von FSTL3 angewandte HSPZ Zellkulturmodell stellt unter Umstédnden eine zu
einfache Umgebung fiir die Komplexitit des Knochenmarks sowie von Erkrankungen wie
MDS und AML dar. Dies kdnnte mitunter ursdchlich fiir den nicht vorhandenen Effekt von
FSTL3 sein. Die aktuelle Forschung geht davon aus, dass nicht nur ein einzelner Faktor
ursdchlich fir MDS und/oder AML ist, sondern, dass eine multifaktorielle Ursache im
Knochenmark vorliegt (Corey et al., 2007). Der Aktivin Weg kann mitunter nicht nur durch
FSTL3 inhibiert werden, sondern auch von anderen Faktoren, wie Follistatin (FST) oder
Nodal. Diese wurden in dieser Studie nicht beriicksichtigt und konnten zusitzlich die
Funktion von FSTL3 beeinflussen. Ein mdgliches Zusammenspiel der einzelnen Inhibitoren
muss in weiteren Experimenten analysiert werden. Auch weitere autokrine HSPZ Prozesse,
z. B. eine hohere Expression von AktivinA nach Inkubation mit FSTL3, kdnnten zu einem
funktionellen Ausgleich der Neutralisierung von FSTL3 fiihren. Ein weiterer Aspekt ist die
Komplexitidt des SMAD Signalweges. Es ist bekannt, dass SMAD- und ERK-Signalwege eine
Rolle bei der Regulierung der zelluldren Proliferation spielen (Robertson und Mukherjee,
2012). Jedoch ist die Beteiligung des Aktivin Signalweges im Gegensatz zu TGFf in
himatopoetischen Stammzellen bislang unklar (Pauklin und Vallier, 2015). Aulerdem konnte
der TGFB-Signalweg oder der WNT-Signalweg eine hhere Dominanz in der Hdmatopoese
im Knochenmark aufweisen, was zu einer nur geringeren Beteiligung des Aktivin-
Signalweges fiihren und damit auch fiir eine geringe Beteiligung von FSTL3 sprechen wiirde.
Diese Annahme wird gestiitzt von Publikationen die zeigen, dass der TGFf- und der WNT-
Signalweg eine groBe Rolle in der Differenzierung und Proliferation der HSPZ spielen
(Huang und Huang, 2005; Masckauchan et al., 2005). Durch eine hohere Anzahl an HSPZ
Proben konnte der Effekt von FSTL3 deutlicher hervortreten. Dies war jedoch im Zuge der

Zeit und des vorhandenen Patientenmaterials nicht moglich. Auch weitere Analysen nach



Fazit 88

HSPZ Behandlung mit FSTL3, wie z. B. der LTC-IC (Human long-term culture-initiating cell
assay), konnten deutlichere Effekt zeigen. Der LTC-IC ist ein Assay, bei dem iiber einen
langfristigen Zeitraum hématopoetische Zellen mit einer anhaftenden Stromaschicht kultiviert
werden und im Anschluss die Differenzierung in myeloide Vorldufer, reife Granulozyten und
Makrophagen quantifiziert wird. Weiterhin zeigen neueste Erkenntnisse, dass AktivinA
scheinbar einen Schliisselfaktor darstellt der den Leukidmiezellen einen Migrationsvorteil
gegeniiber der gesunden Hamatopoese verschafft (Portale ef al., 2018). Aus dem Grund wére
die Analyse der Zellmigration und die Zellinvasion von HSPZ nach FSTL3 Behandlung

mittels einer Boyden-Kammer denkbar.

Zusammenfassend wurde eine erste Validierung von FSTL3 an HSPZ durchgefiihrt, jedoch
sind noch weitere Experimente notig, um eine Rolle von FSTL3 in der defekten Himatopoese

in MDS und AML zu beweisen.

6 Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels massenspektrometrischer Sekretomanalyse von
Knochenmark-MSZ gezeigt werden, dass eine Vielzahl der Proteine des Sekretoms von
Knochenmark-MSZ aus gesunden Probanden fiir Zellwachstum und Zellkommunikation
verantwortlich sind. Die zum ersten Mal durchgefiihrte massenspektrometrische differenzielle
Sekretomanalyse von Knochenmark-MSZ zeigte signifikant differenziell sekretierte Proteine
zwischen gesunden Probanden und MDS/AML-Patienten. Das differentielle Protein FSTL3
zeigte in den hier verwendeten Analysen keinen signifikanten Effekt auf die Funktionalitit
von HSPZ. Jedoch weisen in dem Zusammenhang erste Anzeichen auf eine Beteiligung des
SMAD Signalweges in MDS und AML hin. Um die Rolle von FSTL3 und den damit
zusammenhdngenden Aktivin/SMAD-Signalweg in der Hdmatopoese zu charakterisieren,
sollte es das Ziel zukiinftiger Analysen sein weitere HSPZ zu analysieren und andere
Komponenten des Aktivin/SMAD-Signalweges zu untersuchen. Auch eine Validierung
weiterer differenzieller Kandidaten aus der Sekretomstudie sollte zukiinftig im Interesse
stehen, um die Rolle sekretierter Proteine von MSZ in Bezug auf MDS und AML weiter zu

analysieren.
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10 Anhang

10.1 Abbildungen
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Accession: : QIUMAT Genename: NOTCE
Heurogenic locus notch homolag protein 3
Number of Peptides: 9

it

II[IIl:

a1

Accesslon; Q04721 Genename: NOTCZ
Neursgenic locus notch homolog protein 2

Number of Peptides: 8

I

==

Abbildung 27: Grafische Darstellung von LSPFP. Fiir 17 Proteine des MSZ-Sekretoms wurde vorhergesagt,

dass sie wihrend der Proteinsekretion proteolytisch prozessiert werden. Fiir 8 einzelne Sekretom- und 4 zelluldre

Proteomproben (y-Achse) wird jedes identifizierte und quantifizierte Peptid durch eine farbcodierte

(massenspektrometrische Intensitdt) Linie auf seine jeweilige Position in der Proteinsequenz (x-Achse)

abgebildet. Fiir jede Protein-Annotation werden Informationen aus UniProtKB (Topologie, molekulare

Verarbeitung und Sekundérstruktur) sowie der Akzessions-, Gen- und Proteinname und die Anzahl der

identifizierten Peptide eingezeichnet.

10.2 Tabellen

Tabelle 21: Signifikant angereicherte Proteine im MSZ-Sekretom aus gesunden Probanden im Vergleich

zum Proteom (67 Proteine).

Uniprot- Signal 0- ‘ Studentischer t-test Studegtische t-test
D Genname “ | Wert Peptide Q-Wert Differenz
peptid Sekretom_Proteom | Sekretom Proteom
P07602 SAP X 1,83 9 0,02 1,50
P21810 PGS1 X 7,32 17 0,00 6,09
AI1L4H1 | SRCRL X 2,98 19 0,00 4,77
P16112 PGCA X 3,29 44 0,00 7,18
P07711 CATLI X 2,49 5 0,00 2,28
P26022 PTX3 X 5,07 21 0,00 7,99
Q12805 | FBLN3 X 8,05 18 0,00 7,99
P09486 SPRC X 6,94 21 0,00 6,46
P51884 LUM X 6,69 14 0,00 10,88
014498 ISLR X 4,40 10 0,00 4,99
P35442 TSP2 X 2,90 39 0,00 4,79
Q08380 | LG3BP X 6,75 19 0,00 7,12
P12109 | CO6A1 X 5,35 58 0,00 2,99
095084 PRS23 X 1,25 3 0,04 1,52
P07093 GDN X 5,20 21 0,00 6,11
P61916 NPC2 X 1,49 4 0,03 1,52
Q8IX30 | SCUB3 X 3,35 18 0,00 3,74
P12110 | CO6A2 X 4,43 41 0,00 1,85
P61769 B2MG X 3,93 6 0,00 3,93
P13611 CSPG2 X 4,06 25 0,00 5,03
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Q12841 | FSTLI x| 446 ] 25 0,00 7.42
P07942 | LAMBI | x | 442 | 57 0.00 2.53
Q15063 | POSTN | x | 569 21 0.00 6.02
Q76M96 | CCD80 | x | 341 | 19 0.00 327
P02452 | COIAI | x | 288 | Ol 0.00 1,78
PO8123 | COIA2 | x | 638| 95 0.00 3.38
Q13586 | STIMI | x | 148 | 2 0.00 3.51
Q92743 | HTRAI | x | 2.85 | 19 0.01 1.40
PO5121 | PAIl x| 7.06 | 25 0.00 9.18
P02461 | CO3A1 | x| 400 | 40 0.00 238
Q08431 | MFGM | x| 218 | 15 0.01 1.72
Q6E4MK VASN | x |293| 10 0,00 1.85
095965 | ITGBL | x | 726 | 20 0.00 787
Q14766 | LTBPI | x | 5.60 | 32 0.00 6.36
P01033 | TIMPI | x | 849 | 10 0.00 10,02
P35052 | GPCI x| 3064 ] 13 0.01 1.48
Q15582 | BGH3 x| 426 | 42 0.00 433
Q16363 | LAMA4 | x| 573 | 6l 0.00 6.73
000622 | CYR6I | x | 1.63| 6 0,00 2.26
P35555 | FBNI x| 391 93 0.00 3.19
P08572 | CO4A2 | x| 431 | 39 0.00 5,54
QI5113 | PCOC1 | x| 400| 29 0.00 413
095967 | FBLN4 | x | 340 | 15 0.00 3.12
QOY4K0 | LOXL2 | x | 188 | 19 0.01 1.86
P05997 | CO5A2 | x | 298 | 50 0.00 2.73
Q15262 | PTPRK | x | 3.12] 9 0.00 341
Q02818 | NUCBI | x| 242 | 22 0.00 2.64
P29279 | CTGF x| 332 18 0.00 2.42
Q92626 | PXDN | x | 433 | 32 0.00 2,40
Q16270 | 1BP7 x 9.62| 16 0.00 6.72
P27658 | CO8AI | x | 171| 22 0,00 272
P17936 | IBP3 x  |3.79| 21 0.00 741
P02462 | CO4Al | x| 3.00| 12 0.00 3.5
P08253 | MMP2 | x | 641 | 37 0.00 9.48
Q14118 | DAGI x  |557| 6 0.00 417
P23142 | FBLNI | x | 298| 12 0.00 3.58
QU69HS | MYDGF | x| 2.08 | 4 0.00 2.68
PI1047 | LAMCI | x | 391 59 0.00 2.16
Q92859 | NEOI x| 2901 12 0.00 2.19
PI12107 | COBAl | x |987| 12 0.00 4.25
P20908 | COSAI | x | 296 | 35 0.00 1.84
075326 | SEM7A | x| 281 | 19 0.00 348
Q10471 | GALT2 328 | 15 0,00 3.5
P12955 | PEPD 462 | 8 0.00 228




Anhang 115
P00491 PNPH 3,32 8 0,00 2,24
000560 | SDCBI1 3,74 5 0,00 2,05
Q14019 | COTLI 1,30 6 0,03 1,69

Tabelle 22: Proteinliste des MSZ-Sekretoms aus gesunden Probanden (315 Proteine)

Nummer Uniprot-1D Signalpeptid

1 Q6UX72

2 092859 X
3 P12821 X
4 075882 X
5 Q13332 X
6 P21926

7 Q7Z7M9

8 Q8NBJ4

9 Q86Y38

10 P49788

11 Q13586 X
12 P15291

13 P18827 X
14 Q93063

15 Q7Z7M0 X
16 QS8IZF6 X
17 043570 X
18 P16188 X
19 Q5KU26

20 P33908

21 Q8WVQI

22 P30530 X
23 Q6UXYS8

24 P09603 X
25 Q6EMK4 X
26 Q16706

27 QI9NRB3

28 P40189 X
29 Q13443 X
30 Q10471

31 075063

32 P26572

33 P05067 X
34 043184 X
35 000391 X
36 Q9POK 1 X
37 P23470 X
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38 Q14118 X
39 Q15262 X
40 Q16394

41 QYUKM?7

42 094985 X
43 P19021 X
44 060462 X
45 043505

46 Q13591 X
47 P43235 X
48 P09871 X
49 P07602 X
50 P21810 X
51 P07585 X
52 Q14515 X
53 QoUI42 X
54 A1L4H1 X
55 P16112 X
56 P07711 X
57 000462 X
58 P28799 X
59 Q4LDES X
60 Q96586 X
181 000622 X
181 000622 X
182 P35555 X
182 P35555 X
183 060565 X
183 060565 x
184 P03950 x
184 P03950 X
185 PO1344 X
185 P01344 X
186 P08572 X
186 P08572 X
187 P22304 X
187 P22304 X
188 P58215 X
188 P58215 X
189 Q8IUX7 X
189 Q8IUX7 X
190 QIBY76 X
190 QIBY76 X
191 Q9GZX9 X
191 Q9GZX9 X
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192 Q15113 X
192 Q15113 X
193 095967 X
193 095967 X
194 Q9Y4K0 X
194 Q9Y4K0 X
195 Q9BZMS5 X
195 Q9BZMS5 X
196 P00751 X
196 P00751 X
197 P34059 X
197 P34059 X
198 P05997 X
198 P05997 X
199 QSNCF0 X
199 QSNCF0 X
200 P35443 X
200 P35443 X
201 Q9BUDG X
201 Q9BUDG X
202 Q9HA4FS X
202 Q9HA4FS X
203 Q02818 X
203 Q02818 X
204 P29279 X
204 P29279 X
205 Q92626 X
205 Q92626 X
206 P16035 X
206 P16035 X
207 P01034 X
207 P01034 X
208 Q16270 X
208 Q16270 X
209 095633 X
209 095633 X
210 P04114 X
210 P04114 X
211 P06396 X
211 P06396 X
212 Q68BL7 X
212 Q68BL7 X
213 Q13822 X
213 Q13822 X
214 P39059 X
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214 P39059 X
215 Q86UDI X
215 Q86UDI1 X
216 P27658 X
216 P27658 X
217 P17936 X
217 P17936 X
218 P35858 X
218 P35858 X
219 P10124 X
219 P10124 X
220 P02462 X
220 P02462 X
221 P24592 X
221 P24592 X
222 P14543 X
222 P14543 X
223 Q8N6G6 X
223 Q8N6G6 X
224 P35556 X
224 P35556 X
225 Q16769 X
225 Q16769 X
226 Q727G0 X
226 Q727G0 X
227 P10646 X
227 P10646 X
228 P34096 X
228 P34096 X
229 P08253 X
229 P08253 X
230 000468 X
230 000468 X
231 095450 X
231 095450 X
232 P25940 X
232 P25940 X
233 P19883 X
233 P19883 X
234 P23142 X
234 P23142 X
235 P01137 X
235 PO1137 X
236 075095 X
236 075095 X
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237 P78539 X
237 P78539 X
238 Q14393 X
238 Q14393 X
239 Q14112 X
239 Q14112 X
240 P00742 X
240 P00742 X
301 QS8IZD9

302 Q8NCMS

303 QSNFP9

304 Q8WZ42

305 Q96G03

306 Q9H3Z7

307 QINYF3

308 Q9UHY7

309 QIY6X6

310 P55210

311 Q8WUJO0

312 P12955

313 P00491

314 000560

315 Q14019
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10.3 Verodffentlichung

Teile der Dissertation stammen aus der Publikation Baberg et al. 2019. Im Detail wurden die
Ergebnisse des Abschnitts 4.1 sowie Teile der Diskussion (5.2.1) aus diesem Manuskript
ibernommen.  Die  Zellkultur-Experimente, = molekularbiologischen-  sowie  die
massenspektrometrischen Arbeiten wurden von Herrn Baberg durchgefiihrt. Konkret
umfassten diese Arbeiten die Kultivierung der MSZ aus gesunden Probanden, die
Generierung des Sekretoms sowie die Ernte des Proteoms. Die anschlieBende
Probenvorbereitung sowie die Analyse mittels Massenspektrometrie und deren
bioinformatorische Auswertung wurde von Herrn Baberg durchgefiihrt. Des Weiteren war

Herr Baberg Hauptautor des Manuskriptes samt Erstellung der Abbildungen.
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