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Zusammenfassung

Bei der Akuten Myeloischen Leukdmie (AML) handelt es sich um eine bdsartige
Veranderung der Himatopoese mit unkontrollierter Proliferation krankhafter myeloischer
Vorlauferzellen. Durch die Verdrdngung gesunder Zellen fihrt die AML zu einer
hamatopoetischen Insuffizienz und damit unbehandelt zum Tode. Es wird von einer
multikausalen Atiologie aus zytogenetischen und molekulargenetischen Aberrationen,
chromosomalen Veranderungen und daraus hervorgehend dysfunktionaler Interaktion
der Zellen mit ihrem Umfeld, der Knochenmarksnische und der extrazellularen Matrix
ausgegangen, die in Zusammenschau zur unkontrollierten Proliferation der
Vorlauferzellen fuhren. Hier spielen die Knochenmarksnische und die extrazellulare
Matrix sowohl eine Rolle bei der Entstehung als auch in der Folge bei der Progression

der Leukamie.

Um die Interaktion zwischen hamatopoetischen Zellen und Knochenmarkstroma zu
untersuchen, wurden fir die vorliegende Arbeit ex-vivo-Extrazellular-Matrizes
verschiedener Zellkulturkonstellationen analysiert, die stellvertretend fir die Progress-
Stadien der AML stehen sollten. Die Zellkulturen wurden massenspektrometrisch auf in
der extrazellularen Matrix exprimierte Proteine untersucht. Hierbei lieBen sich einige
Proteine finden, die im Vergleich von mehreren Kokulturen signifikant Gberreprasentiert
waren und somit, z.B. bei Uberexpression in der leukdmischen Kultur, méglicherweise
eine Rolle in der Krankheitsentstehung und -entwicklung spielen. Durch eine
umfassende Literaturrecherche wurde eine Zuordnung dieser Proteine zu den drei
wichtigsten Netzwerken der extrazellularen Matrix, dem Kollagen, dem Elastin- und dem
Hyaluronsaure-Netzwerk, durchgefuhrt. Dabei zeigten sich bioinformatisch aufféallige
Veranderungen insbesondere im Elastin-Netzwerk, das speziell in Hinblick auf
héamatologische Tumorerkrankungen bisher wenig erforscht ist. Somit bilden die
Ergebnisse dieser Arbeit eine Basis zur weiteren Erforschung der Relevanz dieser

Netzwerke fir die Leukdmieentstehung und -progression.

Insbesondere die in den leuk&mischen Kokulturen Uberreprasentierten, miteinander in
Interaktion stehenden, Proteine wie die Adapterproteine EFEMP2 und EMILIN-1, die
Kollagen- und Elastin-quervernetzenden Proteine LOX2, P4HA1, P4HB sowie die
Integrine ITGA5 und ITGB1 oder das Proteoglykan Versican bieten potenzielle
Angriffspunkte fur neue gezieltere und individualisierte Therapieoptionen oder kénnten
durch weitere wissenschaftliche Forschung als Biomarker fir den Verlauf der

Erkrankung validiert werden.



Summary

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a malignant disease of the hematopoietic system
causing myeloid progenitor cells to uncontrollably proliferate. Through inhibition and
suppression of benign cells AML causes hematopoietic insufficiency and leads to certain

death if medically untreated.

There is a multitude of aetiologic factors of AML including cytogenetic and molecular
genetic malfunctions, chromosomal alterations and dysfunctional interaction of cells with
their immediate surrounding, i.e., the bone marrow microenvironment and the
extracellular matrix. Both, bone marrow microenvironment and extracellular matrix play

an important role not only in leukemogenesis but also in support of leukemia.

To further elucidate the interaction of hematopoietic stem cells and their bone marrow
microenvironment, cell culture models representing different stages of leukemia
progression were analyzed with respect to their extracellular matrices. In mass
spectrometric analyses several proteins were found to be significantly altered in specific
co-culture conditions. These proteins might be implicated in outbreak and progression of
the disease, for example if they are highly expressed in the leukemic coculture. The
differential regulation of a distinct set of proteins detected in this thesis point towards the
involvement of three major systems in the extracellular matrix that have not been
reported before in this context: the elastin, hyaluronan and collagen network in AML. Of
note, particularly proteins of the elastin network showed bioinformatically significant
changes in these experiments. The results of this work therefore form a basis for further
research into the relevance of these networks for the development and progression of

leukemia.

Examples for interacting proteins that were overrepresented in the leukemic co-cultures
are EFEMP2 and EMILIN-1, collagen and elastin cross-linking proteins LOX2, P4HA1,
P4HB as well as the integrins ITGA5 and ITGB1 or the proteoglycan versican, These
have the potential to become targets for new and individualized therapy options or they
could be validated as biomarkers for the progression of the disease through further

scientific research.
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Einleitung

1 Einleitung

Als Rudolf Virchow 1845 bei einem Patienten von einer ,umgekehrten Proportion roter
und farbloser (in der Masse weiBer) Blutkdrperchen® sprach, legte der damals 23-jahrige
promovierte Pathologe den Grundstein fur die Erforschung der Leukédmien, welche er
1847 erstmalig als Begrifflichkeit einflihrte [1]. Fast 180 Jahre spater wird noch immer
an hamatoonkologischen Erkrankungen wie Leuk&mien, (Non-)Hodgkin-Lymphomen
und dem Multiplen Myelom geforscht, die zusammen 2018 flr Gber 690.000 Todesfélle
weltweit verantwortlich waren [2]. In dieser Arbeit wird insbesondere auf die Akute

Myeloische Leukdmie (AML) eingegangen.

1.1 Die Akute Myeloische Leukamie
1.1.1 Definition

Die Akute Myeloische Leukadmie (AML) ist eine neoplastische Erkrankung der
Myelopoese, bei der krankhaft veranderte myeloische Vorlauferzellen unkontrolliert
proliferieren. Die proliferierenden Zellen verdrdngen und beeinflussen gesunde
Progenitoren in ihrer Differenzierung, Ausbreitung und Funktion, was zu einer

hamatopoetischen Insuffizienz fihrt.

Unbehandelt verlauft die AML tédlich. Mit modernen Therapieansétzen kann sie zwar im
besten Falle geheilt werden, trotzdem sind die exakte Atiologie und Teile der

Pathogenese noch unbekannt und Bestandteil aktueller Forschung (1.1.3).

Somit ist die AML ist eine aggressive Erkrankung des hamatopoetischen Systems, die
trotz bestehender kurativ intendierter Therapien noch immer zu den zehn haufigsten
Todesursachen zahlt. Die betroffenen Patientinnen und Patienten leiden unter hohen
Rezidivraten und Therapieresistenzen, die moglicherweise durch ein besseres

Verstandnis der Krankheit verringert werden konnten.

1.1.2 Epidemiologie

2018 waren Leukdmien mit weltweit Uber 309.000 Todesféllen die zehnth&ufigste
Todesursache [2]. Die AML ist nach der Chronisch Lymphatischen Leuk&dmie (CLL) und
dem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) mit 21% aller Leukédmien die dritthaufigste
Leukamieform und die haufigste akute Leukamie bei Erwachsenen [3]. Sie betrifft eher
das mannliche Geschlecht und zeigt mit hdherem Alter eine gesteigerte Inzidenz. Das
5-Jahres-Uberleben korreliert ebenfalls negativ mit dem Alter (Tabelle 1). Wahrend an

AML erkrankte Patientinnen und Patienten von 15-34 Jahren noch eine relative 5-
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Jahres-Uberlebensrate von iiber 60% aufweisen, nimmt diese stetig ab und liegt bei den

Uber 75-jahrigen bei unter 5% [4].

Tabelle 1 - Funfjahresiiberleben in der AML

Alter Relatives Fuinfjahresiiberleben 95%-
Konfidenzintervall

15-34 Jahre 60,2 54,6-65,8

35-54 Jahre 52,7 49,4-55,9

55-64 Jahre 34,3 31,2-37,5

65-74 Jahre 15,8 14-17,6

75 Jahre und élter 4,6 3,5-5,8

AML gesamt 23,7 22,6-24,9

(modifiziert nach Kraywinkel und Spix, 2017 [4])

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Atiologisch gibt es fir die AML einige mégliche Erklarungsansétze, in Bezug auf die
Pathogenese flihrt sie jedoch immer zu einer pathologisch gesteigerten Proliferation der
myeloischen Vorlauferzellen, der sogenannten Blasten (s. 1.2). Diese myeloischen
Blasten gehéren meistens einem stark proliferierenden Progenitorzellpool an, seltener
auch einem Stammzellpool [5]. Es wird davon ausgegangen, dass der Tumor von einer
Urzelle ausgeht, die krankhaft proliferiert, trotzdem findet aber keine homogene, klonale
Expansion statt [6]. Die gesteigerte Proliferation resultiert in der Beeinflussung
hamatologisch gesunder, funktionaler Zellen und fuhrt zur Verdrangungssymptomatik,

die im folgenden Abschnitt 1.1.4 besprochen wird.

Abb. 1 - Differenzierung der HSPC =zu

Legende
‘/ oy , Hématopoetische
\< ) Stammzelle

o)

) /g 5 ausgereifte Blutzellen

@ Leukémischer Blast

leukdmischen Blasten

Anstelle der Ausreifung zu Blutzellen

transformiert sich die HSPC zu einem

leukdmischen Blasten, der in der

krankhaft

Folge

proliferiert. Grafik erstellt mit

Elementen von Servier Medical Art [7]

Der éatiologische Ursprung der AML liegt nach aktuellem Kenntnisstand in der
Zytogenetik und Molekulargenetik und umfasst Verédnderungen auf chromosomaler

Ebene (Translokationen, Inversionen), numerische Veradnderungen (Mono- und

Trisomien) und mutierte Gene (Abb. 1). Des Weiteren kann eine AML sekundér, also im

Rahmen anderer Erkrankungen wie dem Myelodysplastischen Syndrom, oder auch
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therapieassoziiert entstehen. Risikofaktoren fur das Auftreten von genetischen
Veranderungen, die eine Tumorprogression der AML vorantreiben, sind im Wesentlichen
vorangegangene zytostatische Chemotherapien (z.B. Topoisomeraseinhibitoren), die
Exposition gegenlber radioaktiver Strahlung und Tabakkonsum. Bei letzterem

korrelierten Zigarettenmenge und Zeit als Raucher:in mit einem erhdhten Risiko [8].

Die zytogenetischen Ausldser beschreiben Verdnderungen der Chromosomen, welche
bei der AML Inversionen, Translokationen und numerische Veranderungen umfassen.
In der aktuellen Forschung rickt der Fokus vermehrt auf krankheitsrelevante
Genmutationen [9]. Hier konnten in der letzten Dekade zahlreiche neue Erkenntnisse flir
das Verstandnis der Tumorprogression gewonnen werden. So findet sich in nahezu allen
Patientinnen und Patienten mindestens eine von neun genetischen Aberrationen, die
laut aktueller Leitlinie relevant fir die Pathogenese einer AML ist [5, 10]. Unter diesen
am haufigsten vertreten sind jeweils mutierte Signaltransduktionsgene (z.B. fms-like
tyrosine kinase 3 (FLT3)), epigenetische Faktoren (DNA-Methyltransferase 3A
(DNMTS3A), Isocitratdehydrogenase 1/2 (IDH1, IDH2), Additional Sex-Combs like protein
1 (ASXL1)) oder Shuttleproteingene (Nucleophosmin 1 (NPM1)), die durch ihre
Wirkmechanismen einen Einfluss auf die Transkriptionsleistung der Blasten haben (Abb.

2). Diese sind oft auch in Mischformen miteinander assoziiert.
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Verschiedene genetische Mutationen sind an der AML beteiligt (von oben links im Uhrzeigersinn):
Gestorte Signalgene wie FLT3 filhren (iber entkoppelte Signalkaskaden zur Uberexpression von
Transkriptionsfaktoren. Jeweils mutierte Transkriptionsfaktoren (RUNX1), fusionierte
Transkriptionsfaktorgene (PML-RARa), Cohesin-Komplexgene (STAG2) sowie Spliceosom-
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Komplexgene (SRSF2) deregulieren die Transkription. Weiterhin fihrt das mutierte
Tumorsuppressorgen TP53 Uber den Wnt-B-Catenin-Signalweg zur gesteigerten Transkription.
Auch beeinflussen epigenetische Faktoren (DNMT3A) und das Shuttleproteingen NPM1 Uber ihre
jeweiligen Wirkmechanismen die Transkriptionsleistung. Abbildung modifiziert nach Déhner et al.,

2015 [9] unter Verwendung von Bildelementen von Servier Medical Art [7].

Die World Health Organization (WHO)-Klassifikation der AML wurde bereits verandert,
indem einige genetische Aberrationen wie die AML mit mutiertem NPM1 mit
aufgenommen wurden [11]. Gegenstand aktueller Forschung ist es, die Mutationen
besser hinsichtlich deren Einfluss auf Vorkommen, Prognose und Therapierbarkeit zu

analysieren.

Die pravalentesten Mutationen in der AML folgen einer klaren Zeitachse: Mutationen der
epigenetischen Faktoren DNMT3A, IDH2 und ASXL1 sind besonders in
praleukdmischen Zellen zu finden, was zur Etablierung neuer Therapieansatze und
darauf aufbauend im besten Fall zur Pravention eines Leuk&mieausbruchs der
betroffenen Patientinnen und Patienten flihren kénnte [12, 13]. Das flr Stoffwechsel-
und Transportmechanismen von Proteinen codierende Gen Nucleophosmin NPM1
sowie in Signalkaskaden involvierte Gene (FLT3, KRAS) sind eher in spateren Phasen
der AML zu finden [14, 15]. FLT3-ITD (fms-like Tyrosinkinase 3-interne
Tandemduplikation) und das mutierte TP53 sind prognostisch schlecht bis sehr schlecht

einzuordnen, was flr die Diagnostik und Therapieplanung eine Rolle spielt.

1.1.4 Klinische Symptomatik und Krankheitsverlauf

Das klinische Bild der AML ergibt sich aus der oben beschriebenen Verdrdngung der
verschiedenen Zellreihen in der Hamatopoese. So klagen die Patientinnen und
Patienten bei Anamie Uber Leistungsabfall, Midigkeit und Abgeschlagenheit. Sind die
Leukozyten oder Thrombozyten betroffen, neigen sie zu Infekten (Neutropenie) und zu
einer gesteigerten Blutungsneigung (Thrombozytopenie). Je nach betroffener Zellreihe
kénnen die Symptome auch kombiniert auftreten. Bei krankhafter Proliferation der
leukozytdren Linie kann es zuséatzlich zum hé&matologischen Notfall des
Leukostasesyndroms  kommen, welches in der Folge zu  kritischen

Mikrozirkulationsstérungen bis hin zum Multiorganversagen fiihren kann [16].

1.1.5 Diagnostik und Klassifikation

Die Diagnose einer AML wird dann gestellt, wenn sich im peripheren Blut oder im
Knochenmark ein myeloischer Blastenanteil von =20% befindet [17]. Nach Anamnese

und koérperlicher Untersuchung wird dem Patienten oder der Patientin peripheres Blut fur
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ein  Blutbild entnommen, sowie eine Knochenmarksaspiration fur die
Knochenmarkzytologie und -zytochemie durchgefiihrt. In der Folge wird die Person fur
das weitere therapeutische Prozedere immunphénotypisch (Oberflachenantigenprofil),
zytogenetisch (Profil/ Nachweis der Chromosomen, evtl. Translokationen) und
molekulargenetisch (Mutationen und Genumlagerungen auf Erbgutebene, d.h. in der
DNA oder RNA, (Abb. 1) untersucht, sowie der Allgemeinzustand, Komorbiditaten und

Begleitsymptome evaluiert.

Differenzialdiagnostisch sind weitere Leukamien, z.B. Akute Lymphatische Leukamie,
das Myelodysplastische Syndrom, Lymphome oder die aplastische Andmie zu nennen,
wobei die AML durch die genannten diagnostischen MaBnahmen in der Regel

zweifelsfrei festgestellt werden kann.

Laut WHO von 2016 wird die AML klassifiziert in AML mit rekurrenten genetischen
Anomalien, AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veradnderungen, Therapie-
assoziierten myeloischen Neoplasien und nicht anderweitig klassifizierter AML oder AML

mit unklarer Linienzugehdrigkeit [11].

1.1.6 Therapie

Therapie und Prognose einer AML sind abhéngig vom Alter, Allgemeinzustand,
eventuellen Komorbiditaten und den Heilungschancen der Patientinnen und Patienten
(je nach molekular- und zytogenetischem Profil). So sind ein biologisches Alter von = 75
Jahren, Komorbiditaten (z.B. Leber- und Nierenerkrankungen) oder ein verminderter
Allgemeinzustand in der Regel eine Indikation fur eine Palliativtherapie, wahrend bei
jungeren Patientinnen und Patienten mit besserem Allgemeinzustand eine kurativ

intendierte Therapie vorgesehen ist.

Die kurative Therapie besteht aus einer Induktionschemotherapie mit 1-2 Zyklen eines
Anthrazyklins (z.B. Daunorubicin) und dem Antimetabolit Cytarabin. In der naheren
Vergangenheit wurden, wie in 1.1.3 erwahnt, bei Patientinnen und Patienten mit
bestimmten molekulargenetischen Profilen einige additive Therapien bereits in die
Leitlinie mit aufgenommen, z.B. der Tyrosinkinaseinhibitor Midostaurin bei FLT3-
Mutation [5]. Das Ziel der Induktionschemotherapie ist eine komplette Remission der
Erkrankung, nach der mit einer Konsolidierungstherapie aus Hochdosis-Cytarabin oder
einer allogenen Blutstammzelltransplantation weiterbehandelt wird, um Rezidiven der

AML vorzubeugen.

Die Palliativtherapie wird zur Lebensverlangerung und Qualitatserhaltung der

Patientinnen und Patienten durchgefihrt. Diese bekommen hypomethylierende
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Substanzen (Azacitidin oder Decitabin), sowie die jeweils spezifischen Additivtherapien

und eine Supportivtherapie.

Eine Supportivtherapie ist bei allen Patientinnen und Patienten angedacht, um die
Symptome der AML zu bekampfen. Bei Patientinnen und Patienten mit Neutropenie ist
eine antibiotische und/ oder antimykotische Infektionsprophylaxe vorgesehen, gegen die
Andmie und die Thrombozytopenie kann jeweils mit Erythrozyten- oder
Thrombozytentransfusionen vorgegangen werden. Sollten therapieassoziierte
Nebenwirkungen auftreten, kénnen diese unter Beachtung von Wechsel- und
Nebenwirkungen symptomatisch behandelt werden, z.B. mit Antiemetika bei Ubelkeit

und Erbrechen.

1.2 Die Hamatopoese

Die Hamatopoese beschreibt die Blutbildung, also die Produktion aller Zellen, die far die
Aufrechterhaltung des menschlichen Blut- und Immunsystems von Bedeutung sind.
Diese sind verantwortlich fir den Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidtransport
(Erythrozyten), die Blutgerinnung (Thrombozyten) sowie die Infekt- und Immunabwehr

(Leukozyten, welche Granulozyten, Monozyten und lymphatische Zellen umfassen).

Die Hamatopoese, welche grdBtenteils im Knochenmark stattfindet, geht von der
hamatopoetischen Stammzelle (HSC) aus (Abb. 3) [18]. Diese Stammzelle ist zur
Selbsterneuerung fahig und differenziert sich zu einer multipotenten Progenitorzelle
(MPP) [19], die wiederum die myeloische und die lymphatische Progenitorzelle
hervorbringt [20]. Im MPP-Stadium ist die Zelle nicht mehr zur Selbsterneuerung féhig,
was neben der Multipotenz die terminologische Definition einer Stammzelle ist [21]. Aus
Grinden der Ubersicht und der im Klinisch-experimentellen Bereich oft nur
eingeschrankten Differenzierbarkeit werden die HSC wund die MPP zur
Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzelle (HSPC) zusammengefasst. Die
myeloische Progenitorzelle entwickelt sich in mehreren Vorlauferschritten zu
Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und Makrophagen (Myelopoese)[22],
wahrend aus der lymphatischen Progenitorzelle die Naturlichen-Killer-Zellen (NK-Zellen)

sowie B- und T-Lymphozyten hervorgehen (Lymphopoese) [23].
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Abb. 3 - Ubersicht Himatopoese

Von der sich selbsterneuernden Stammzelle ausgehend entwickeln sich aus der Multipotenten
Progenitorzelle zunachst die myeloischen und die lymphatischen Progenitoren, aus denen dann
Uber zelllinienspezifische Vorlduferzellen Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten,
Makrophagen, NK-Zellen, sowie B- und T-Lymphozyten hervorgehen. Die Prozesse der
Ausdifferenzierung finden im Knochenmark statt. Grafik erstellt mit Elementen von Servier
Medical Art [7].

Durch bedarfsgerechte Anpassung und strikte Regulationsmechanismen der
Selbsterneuerung und der Ausdifferenzierung von HSPC wird sichergestellt, dass der
Kérper nicht nur seine physiologischen Prozesse aufrechterhalten, sondern auch auf
pathologische  Situationen  wie  Entzindungen reagieren  kann. Diese
Regulationsmechanismen umfassen sowohl Abl4ufe innerhalb der Zelle (auf genetischer
und epigenetischer Ebene), als auch auBerhalb der Zelle (durch Zytokine, Signal- und
Interaktionsmolekiile, wie auch Zell-Zell-Kontakte mit Stromazellen) (s. 1.3). Im Bereich
des Knochenmarks, wo diese Interaktionen und Regulationen stattfinden, spricht man

von der Knochenmarksnische [24].

1.3 Die Knochenmarksnische
1.3.1 Aufbau der Knochenmarksnische

Als Knochenmarksnische werden die Bereiche im Knochenmark bezeichnet, in denen
hamatopoetische Progenitoren in Kontakt mit anderen Zellen und azelluldren
Bestandteilen wie der extrazellularen Matrix (EZM) treten und von diesen hinsichtlich

Selbsterneuerung und Ausdifferenzierung reguliert werden [21]. Hier liegt auch der
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Ursprung zur Entstehung vieler hdmatoonkologischer Erkrankungen. Die azellularen und
zelluldren Bestandteile der Knochenmarksnische werden aufgrund ihrer Bedeutung fir

die vorliegende Arbeit in den folgenden Unterkapiteln detaillierter besprochen.

Die Zellen, mit denen die HSPC interagieren, sind im Wesentlichen Osteoblasten,
Osteoklasten, Endothelzellen, Makrophagen und Adipozyten, sowie mesenchymale
Stromazellen, die ein Hauptbestandteil dieser Arbeit sind und daher in 1.3.3 gesondert
besprochen werden [25]. Des Weiteren interagieren die HSPC mit azellularen
Bestandteilen wie l6slichen Faktoren (Sauerstoff, Zytokine, Wachstumsfaktoren und

Hormone), dem autonomen sympathischen Nervensystem oder der EZM [26, 27].

Die Knochenmarksnische wird in mindestens zwei Untereinheiten - die endosteale und
die perivaskulare Nische (Abb. 4) - eingeteilt, die raumlich nicht klar voneinander
abgetrennt werden, aber funktionelle Unterschiede aufweisen [28]. Die eher
sauerstoffarme endosteale Nische besteht vornehmlich aus Osteoblasten, Osteoklasten,
Adipozyten, Endothelzellen und mesenchymalen Stromazellen, die durch diverse
Interaktionsmechanismen fir einen Ruhezustand der HSPC bei kontinuierlicher
Selbsterneuerung und somit Aufrechterhaltung des Bestands sorgen [29]. Durch
endogene oder exogene Stimuli, z.B. bei erhéhtem peripheren Blutbedarf, kénnen die
HSPC aus der endostealen zunéchst in die sauerstoffreichere perivaskulare Nische
wandern, wo sie differenzieren und angepasst werden, bevor sie von hier aus als
ausgereifte Blutzellen (Abb. 3) Uber die, der Nische namensgebenden, vendsen
Knochenmarksinusoide in das periphere Blut mobilisiert werden.
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In der sauerstoffarmen endostealen Knochenmarksnische sitzen die HSPC im Ruhezustand, die
ihren Bestand durch Selbsterneuerung aufrechterhalten und hierzu mit mesenchymalen
Stromazellen, Adipozyten, Osteoklasten, Makrophagen und Endothelzellen interagieren. In der
sauerstoffreicheren perivaskularen Nische differenzieren sie tiber MPP zu ausgereiften Blutzellen
und kénnen durch vendse Sinusoide in den Blutkreislauf aufgenommen werden. Die Grafik wurde

mit Elementen von Servier Medical Art erstellt [7].

Die Interaktionsmechanismen mit den Zellen der Knochenmarksnische haben einen
bedeutenden Einfluss darauf, ob HSPC eher im Ruhezustand verbleiben oder
proliferieren und sich den Sinusoiden anndhern. Einige bereits bekannte Kaskaden
umfassen Zytokine wie das C-X-C motif Chemokin 12 (CXCL12) mit dem C-X-C motif
Chemokinrezeptor 4 (CXCR4), den Stem Cell Factor (SCF) mit dem c-Kit-Rezeptor (c-
Kit) oder Angiopoetin-1 (Angpt1) mit dem Angiopoetin-1-Rezeptor (tie2) [30-32].

1.3.2 Die extrazellulare Matrix als azellularer Bestandteil der

Knochenmarksnische

Die EZM umfasst sowohl rdumliche Bereiche als auch Makro- und Mikromolekile, die
alle Zellen umgeben und maBgeblich an der Form, Verankerung und Konsistenz von
Geweben sowie vielen Interaktionsmechanismen beteiligt sind [33]. Sie ist der
strukturelle Rahmen eines Zellverbandes, bestehend aus einem komplexen Netzwerk
aus Proteinen, Glykoproteinen und Proteoglykanen wie beispielsweise Kollagenen und
einem Elastin-Netzwerk mit Fibrillinen, Fibulinen, Fibronektin, Versican und

Hyaluronsaure [34].

Diese extrazelluldaren Bestandteile beeinflussen durch direkte und indirekte Interaktion
die Zellen eines jeden Gewebes im physiologischen und im pathologischen Zustand. Es
findet eine bidirektionale Interaktion statt, die EZM beeinflusst zellulare Prozesse und

wird gleichermaBen auch von Zellen modifiziert und reguliert.

Bei hamatoonkologischen Erkrankungen spielt besonders die EZM im Bereich der

Knochenmarksnische eine wichtige Rolle.

1.3.3 Die Mesenchymale Stromazelle als zentraler zelluldrer Bestandteil

der Knochenmarksnische

Die Stammzelleigenschaft der mesenchymalen Stammzelle definiert sich ebenso wie bei
der HSC (1.2) Uber die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Ausdifferenzierung in
verschiedene Zelllinien [21]. Die genauere Definition zur Stammzelle umfasst weiterhin

die Plastikadhdrenz bei kultivierten Zellen, die mindestens trilineare Differenzierung zu
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Knochen-, Knorpel- und Fettgewebe, sowie die Expression der Oberflachenantigene
CD73 (cluster of differentiation 73), CD90 und CD105. Gleichzeitig dirfen die
hamatopoetischen Antigene CD34, CD45 oder HLAII nicht oder nur in < 2% der Zellen

vorhanden sein [35].

Analog zur Unterscheidung zwischen HSC und HSPC bestehen Zellkulturen
mesenchymalen Stammzellen nach Isolation und Kultivierung immer zu einem
signifikanten Anteil auch aus bereits teilweise differenzierten Zellen. Unter in-vitro-
Bedingungen werden diese Zellen, die ein Gemisch aus teilweise differenzierten und

,echten Stammzellen sind, als mesenchymale Stromazellen (MSC) bezeichnet.

Aus den MSC gehen weitere Zellarten hervor, die wichtige Bestandteile der
Knochenmarksnische sind: Osteoblasten, Osteozyten, Chondrozyten und Adipozyten
(Abb. 5) [36].
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Nach dem aktuellen Wissensstand beeinflussen die aus der MSC hervorgehenden
Zellen die Hamatopoese durch direkte Zell-Zell-Kontakte [37-39] oder die Ausschiittung
bestimmter Faktoren wie CXCL12, Stem Cell Factor, Angpt1 oder Fibronektin (1.3.1).
Auch hier liegen im pathologischen Zustand veranderte Interaktionsmechanismen vor,
auf die in 1.4.2 naher eingegangen wird. Dies wirft die Frage auf, ob eine deregulierte
Interaktion von MSC und HSPC eine hamatologische Erkrankung auslést, oder ob eine

hamatologische Erkrankung die Interaktion fir ihre Zwecke verandert [40].
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1.4 Tumorentstehung in der Knochenmarksnische

2011 fassten Hanahan und Weinberg die bis heute gultigen, grundlegenden
Charakteristika der Tumorbiologie zusammen [41]: So zeichnen Tumore im Allgemeinen
ihre Proliferationskapazitat, die Evasion von Wachstumsinhibitoren, die Vermeidung von
Immunabwehr, die Replikationskapazitét, die tumorférdernde Inflammation, die Invasion
und Metastasierung, die Induktion von Angiogenese, Mutationen und genomische

Instabilitat, Vermeidung von Zelltod oder die dysregulierte Zellenergetik aus (Abb. 6).
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Abb. 6 - Tumorcharakteristika

Der Tumor entsteht aus einem Zusammenschluss verschiedener Zellarten: Tumorstammzellen,
Tumorzellen, akquirierte Immunzellen, Perizyten, Endothelzellen und Tumor-assoziierten
Fibroblasten, sowie eingewanderte Stroma-Stamm- und Progenitorzellen. Dieser Zellverbund
verfigt Uber verschiedene Qualitdten wie unter anderem nachhaltigen proliferativen
Signalkaskaden, genomischer Instabilitat und fortschreitender Deregulation der Zellenergetik bei
gleichzeitiger Immunevasion und Angiogeneseinduktion. All dies fordert ein gesteigertes
Tumoriberleben, sowie die Mdglichkeit der Ausbreitung in andere Gewebe. Abbildung modifiziert

nach Hanahan und Weinberg [41] mit freundlicher Genehmigung des Verlages.

Dieses Modell kann auch auf Leukdmien Ubertragen werden. Insbesondere die
Knochenmarksnische spielt in der Entstehung der AML eine signifikante Rolle durch ihre
beteiligten Zellarten wie die bereits beschriebenen HSPC und MSC und den von
ihnen produzierten azellularen EZM-Bestandteilen, die ein komplexes Mikromilieu mit
wichtigen regulatorischen und strukturellen Funktionen schaffen. So kénnen sich die in
1.3.1 besprochenen Interaktionsmechanismen zwischen zelluldren und azellularen
Bestandteilen der Knochenmarksnische im pathologischen Zustand deutlich vom
physiologischen unterscheiden, wobei sie auch tumorférdernd veréndert sein kénnen
[25]. Durch die verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokine kann nicht nur eine

adaquate Umgebung fur die Hamatopoese, sondern auch eine fur die Metastasierung
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solider Tumore oder den Ausbruch einer Leukdmie (Leukdmogenese) permissive oder

sogar stimulierende Zone geschaffen werden [39].

1.4.1 Einfluss der Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzelle auf die

Knochenmarksnische in der AML

Durch die bidirektionale Interaktion der Knochenmarksnische und der EZM kdnnen
mutierte HSPC in der Leukémie die Nische zu ihren Gunsten verandern und somit die
Entstehung einer Leukamie beglinstigen [40]. So kénnen sie Uber die Integrin-vermittelte
Interaktion mit der EZM die Zelladhasion und das Uberleben von leukémischen Zellen
férdern [42]. Sie kbnnen Uber das Hypoxie-vermittelte Zytokin IL-8 die MSC zur Migration
in Richtung leukdmischer Zellen bewegen und damit die Knochenmarksnische
verandern [43]. Darlber hinaus kénnen sie angiogene Faktoren stimulieren, was im
schlechtesten Fall zur Selektion therapieresistenter Tumorzellen fihren kann [6].
AuBerdem kénnen sie T-Zellen in ihrer Aktivierung und Proliferation einschranken und

somit das Immunsystem umgehen [44].

1.4.2 Einfluss der Knochenmarksnische auf die Hamatopoetische

Stamm- und Progenitorzelle in der AML

In der Literatur werden verschiedene Aspekte des Einflusses der Knochenmarksnische
auf die AML beschrieben. So vermitteln die azellularen Komponenten der
Knochenmarksnische durch Aktivierung und Beeinflussung von diversen intrazellularen
Tumorsignalkaskaden wie PIBK/AKT/mTOR, VEGFR, MAPK oder CXCL12 [45] wichtige
Zell-Zell-Interaktionen (s. auch 1.3.1 bis 1.3.3), was auch das Verhalten von Stamm- und
Progenitorzellen verandert. Durch Regulation inflammatorischer Zytokine, Umbau der
azellularen Nischenanteile und Beeinflussung der zellularen Anteile wie der MSC férdert
die leukdmische Nische ein Milieu, das die physiologische Hamatopoese supprimiert und
die klonale Expansion leukamischer Zellen verstarkt, da sie den supprimierenden
Mechanismen entgehen kdnnen [46]. Durch Einflussnahme auf Interaktionsmolekile
zwischen leukdmischen Zellen und MSC wie CXCL12 oder JAG1 supprimiert die AML
weiterhin die normale Hamatopoese [47]. AuBerdem konnte unsere Arbeitsgruppe in
vorangegangenen Experimenten nachweisen, dass MSC im Umfeld hadmatologischer
Erkrankungen nicht nur funktionell, sondern auch strukturell und epigenetisch verandert
sind [48, 49]. Zudem kann die osteoblastische Nische AML-Zellen vor der Apoptose
schitzen [50].

Dartber hinaus ist die Hamatopoese abhéangig von MSC-exprimierten extrazellulédren

Vesikeln, die als Reaktion auf bestimmte Stimuli wie Stress oder Erkrankung mit der
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Ausschattung von bestimmten Faktoren reagiert. Diese Faktoren kdnnen u.a. die
Proliferation, Differenzierung und die Apoptose von Zellen, den Wnt-B-Catenin-
Signalweg und die Angiogenese beeinflussen [51]. So férdern die von der MSC
produzierten extrazelluldren Vesikel das Tumorwachstum, die Metastasierung und die
Therapieresistenz von leukdmischen Zellen [52]. Es ist beschrieben, dass leukdmische
HSPC die von der MSC produzierten Exosomen inkorporieren kénnen, um daraus
Wachstumsfaktoren zu extrahieren und Tyrosinkinaseinhibitoren zu bremsen. Daruber
hinaus kénnen HSPC eigensténdig Exosomen herstellen und damit ihre Umgebung,
insbesondere die MSCs dazu anzuregen, die Leukdmie unterstiitzende Faktoren zu
exprimieren und die Knochenmarksnische zu modifizieren [53]. Es liegt also eine
bidirektionale Interaktion zwischen MSC und HSPC U(ber extrazelluldre Vesikel vor.
Wéhrend die genauen molekularbiologischen und zellularen Mechanismen noch nicht
abschlieBend geklart sind, werden die extrazellularen Vesikel bereits als therapeutische
Ziele diskutiert [54]. Sie scheinen eine wichtige Rolle bei der Entstehung der AML zu
spielen und sollen in dieser Arbeit ndher besprochen werden (s.4.2 und 4.2.2.1). Auch
soll in dieser Arbeit untersucht werden, inwiefern leukémische MSC die physiologische

Hamatopoese beeinflussen (s. 3.1 und 4.1).

Die Knochenmarksnische kann zusatzlich durch ihre physikalischen Eigenschaften
Einfluss auf leukdmische Zellen nehmen. So spielt die Steifigkeit der EZM eine groB3e
Rolle in der Modulation von Proliferation und Chemosensitivitdt von HSPC [55] und wird
daher im Rahmen der Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit in 4.2.3.2 gesondert

betrachtet.

Bei veranderten Zustdnden der Knochenmarksnische ist in den meisten Fallen noch
nicht abschlieBend geklart, ob ein solcher pathologischer Zustand ein Ursprung oder

eine sekundére Folge von hdmatoonkologischen Erkrankungen wie der AML ist [56].

Zusammenfassend spielt die Knochenmarksnische eine zentrale Rolle in der Entstehung
von AML, indem sie das Umfeld von HSPC reguliert und durch Veradnderung des
Mikromilieus zur malignen Transformation beitragt. Die beschriebenen Veranderungen
der Knochenmarksnische, der MSC und der HSPC schaffen ein permissives Umfeld,
welches die Leuk&mie unterstitzt und die physiologische Hadmatopoese inhibiert oder
fir ihre Zwecke modifiziert. Dies unterstreicht die zunehmende Bedeutung der

Knochenmarksnische und der EZM als méglichen therapeutischen Angriffspunkt.
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1.5 Publizierte Untersuchungen des Matrisoms im Kontext
der AML

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer massenspektrometrischen Analyse der EZM in
der AML. Bisher sind nur wenige massenspekirometrische Analysen der

Knochenmarksnische, insbesondere in der AML, publiziert.

Eine Arbeit von Aasebo et al. beschéftigt sich mit der Herkunft von exosomalen
Proteinen aus Zellkulturen der AML. Dazu wurden periphere leukdmische und nicht-
leukdmische HSPC mit MSC kokultiviert und die Ubersténde massenspektrometrisch
analysiert, um exosomale Proteine zu identifizieren [57]. Hierbei lieB sich feststellen,
dass in leukdmischen Kokulturen durch Zusammenspiel aus AML-Zellen mit MSC viele
intrazellulare Proteine - am ehesten Uber exosomale Prozesse - in den extrazellularen
Raum transportiert werden. Die Menge an freigesetzten extrazellularen Proteinen war
abhangig von der Menge an exprimierten Zytokinen und Proteasen, die groBe
interindividuelle Unterschiede aufzeigten. Die exosomale Freisetzung von Proteinen
wurde als moéglicher Therapieansatz in der AML diskutiert. In der hier beschriebenen
Arbeit wurden jedoch die Proteine aus verschiedenen, auch intrazellularen,
Zellkompartimenten ausgewertet und sind somit nur bedingt mit den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit vergleichbar.

AuBerdem konnte die Arbeitsgruppe um Selheim und Aasebg mittels Proteomanalyse
zeigen, dass selbst innerhalb einer FAB-Klassifikation (in diesem Fall monozytische
AML, FAB M4/5) Monozyten in der AML biologisch heterogen waren und unterschiedlich

auf Therapien ansprachen [58].

Izzi et al. untersuchten mit bioinformatischen Methoden anhand von 6&ffentlich
verfugbaren Microarray-Genexpressions-Daten (u.a. Abgleich mit GeneOntology-,
Matrisome-, NCBI Gene Expression Omnibus-Datenbank, Auswertung von
Transkriptionsprofilen mittels PCR), inwiefern leukdamische HSPC die EZM modifizieren
[59]. Dabei zeigte sich, dass leukdmische Vorlauferzellen nicht nur den
Hyaluronsaurerezeptor CD44 vermehrt exprimieren, sondern parallel dazu die Gene
hochregulieren, die unmittelbar mit dem Rezeptor interagieren (COL4A5, LAMB2,
MMP2, COL18A1). Auf dieser Grundlage wurde ein ,CD44-ECM-Netzwerk"

beschrieben. Die Hyaluronsaure und CD44 werden in 4.2.3.1 ndher betrachtet.

Naba et al. zeigten Unterschiede zwischen der Tumormatrix aus Melanomzellen und
gesundem Gewebe aus Lunge und Darm auf, indem sie massenspektrometrische

Analysen  durchfihrten [60]. Eine weitere Arbeit untersuchte mittels
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Massenspektrometrie  die  Unterschiede von MSC aus Lungen- und
Knochenmarksgewebe und stellte Veradnderungen in der Regulierung von
Zellproliferation fest [61]. Darlber hinaus wurde 2022 eine massenspekirometrische
Matrisomanalyse publiziert, die in péadiatrischer AML die Proteinexpression von
leukdmischen HSPC mit gesunden HSPC verglich und einige Proteine wie heat shock
protein E1, serine and arginine rich splicing factor 1 oder Nucleoporin 210 als mdgliche

Biomarker identifizierte [62].

Insgesamt gibt es also bereits einige vielversprechende Anséatze zur Verwendung von
Massenspektrometrie zur Charakterisierung der AML und anderer Tumorentitaten: u.a.
die Analyse der Proteinexpression, die Identifizierung von klinisch relevanten
Biomarkern, welche individualisierte Therapien ermdglicht, die Definition von
pharmakologischen Zielstrukturen sowie die Prognose des Therapieansprechens [63].
Nahezu sémtliche Arbeiten verwendeten hierzu Zelllinien der AML zu einem nicht ndher
definierten Transformationszeitpunkt. Eine massenspektrometrische Analyse der EZM
von Primarzellen der AML und die sich daraus ergebenden Ver&nderungen der
Knochenmarksnische Uber den Verlauf der Leukdmogenese hinweg, wie sie in der

vorliegenden Arbeit erfolgte, wurde bisher nicht durchgefuhrt.

1.6 Ziele der Arbeit

Die Untersuchung der Interaktionen zwischen leukdmischen Zellen und dem sie
umgebenden Stroma ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Die genaue Kenntnis der
zugrundeliegenden Prozesse konnte potenzielle Zielstrukturen fir neue Behandlungs-
strategien ergeben oder zur ldentifikation von Proteinen fluhren, die den Leukamie-

Progress besser diagnostisch abbilden.

Arbeiten der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass die Leukdmie am ehesten von der
hamatopoetischen  Zellreihe = ausgeht  [5]. Inwiefern Bestandteile  der
Knochenmarksnische wie MSC und das von diesen beeinflusste Matrisom am Prozess
der Leukdmogenese direkt oder indirekt beteiligt sein kénnten, ist Gegenstand dieser
Arbeit. Wéahrend bisher einige Arbeiten periphere Zellen oder Zelllinien der AML
analysierten, lie sich noch keine detaillierte, massenspektrometrische Untersuchung
von Primarzellen und der EZM im Verlauf von Ausbruch und Aufrechterhaltung der AML
finden. Durch die gezielte Untersuchung verschiedener ex-vivo-Kokultur-Anséatze aus
sowohl leukdmischen als auch hamatologisch gesunden MSC und HSPC soll in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der Interaktion dieser Zellarten auf das
Differenzierungspotential der HSPC und die Zusammensetzung der EZM nachgestellt

und analysiert werden. Unter der Annahme, dass die Leuk&mie von einer erkrankten
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HSPC ausgeht, wurde in dieser Arbeit von folgenden vereinfachten Zwischenstufen von
hamatologisch gesunder zu vollausgepragt kranker und beide Zellreihen betreffender
Leukadmie ausgegangen: Physiologische Bedingung (MSChic/34n:) = Interaktion von
transformierten HSPC mit gesunden MSC (MSChnc/34am) = Vollauspragung einer AML
(MSCami/34am). Hierbei bedeutet jeweils der Zusatz ,aw ”, dass die Zellen aus einem
AML-Patienten stammen, wahrend ,nc“ flr die hdmatologisch gesunde Kontrolle steht
(healthy control, s. 2.2.4). Der Einfluss der gesunden und leukdmischen MSC auf das
Differenzierungspotential von HSPC soll mithilfe eines Colony-Forming-Unit-Assays
bestimmt werden. Die Untersuchung des Matrisoms erfolgt durch eine Anreicherung der
Matrixproteine mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse der Proteine und
die Durchfihrung eines Vergleichs der detektierten Proteine fir ausgewahlte
Kulturbedingungen. Hier sollen die Proteine, im Gegensatz zur bisher vorhandenen
Matrixforschung in der AML, nicht nur identifiziert, sondern auch tber den Verlauf der
Leukdmogenese hinweg verfolgt werden. Im Anschluss sollen durch eine Zuordnung der
detektierten Proteine zu Netzwerken der extrazellularen Matrix Hypothesen entwickelt
werden, inwiefern diese Verdnderungen eine funktionelle Relevanz fur die
Leukdmogenese haben kdnnten. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen so einen Beitrag
leisten, die Mechanismen der Entstehung einer AML besser zu verstehen und mogliche

Zielstrukturen aufzuzeigen.

Zusammenfassend sollen in dieser Arbeit folgende Fragestellungen beantwortet

werden:

= Welchen Einfluss hat die Interaktion zwischen MSC und HSPC auf das
Differenzierungspotential der HSPC?

= Unter welchen Kokultur-Bedingungen, entsprechend den Phasen der
Leukdmogenese, kann eine wesentliche Veranderung in der Zusammensetzung
der EZM festgestellt werden?

» Inwiefern lassen sich die detektierten Veranderungen in der Zusammensetzung
des Matrisoms charakterisieren und entsprechenden Netzwerken der EZM

zuordnen?

Die Beantwortung dieser Fragen hat das Potential, eine Grundlage fur neue, effizientere
Therapiestrategien oder Biomarker als Verlaufsparameter der Erkrankung zu

identifizieren und so einen Beitrag zur besseren Behandlung der AML zu leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmittel

2.1.1 Substanzen

Alle Substanzen ohne weitere spezifische Angaben stammen von der Firma Sigma-

Aldrich (Steinheim).

2.1.2 Gerate

Tabelle 2 - Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller

Axiovert 25, 5x/0,12 PhO Mikroskop Zeiss

Biofuge Primo R Zentrifuge ThermoFisher
Scientific

BSB6 Laminarflow Sterile Werkbank Gelaire

Casy Model TT

Zellz&hlgerat

Roche Diagnostics

Megafuge 1.0R #7570D Zentrifuge ThermoFisher
Scientific
Pipetus Pipettiergerat Hirschmann
Proteinnachweis-Kit Pierce BCA Protein ThermoFisher
Assay, Kat. 23227 Scientific

Reax Top Vortex Heidolph Instruments
Reinstwasseraufbereitungsgerat  Millipore Milli-Q Biocel ~ Millipore
Water Purification
System ZMQS50F01
Q Exactive™  Plus Hybrid ESI- ThermoFisher
Quadrupol-Orbitrap™ Massenspektrometer Scientific
Schittelwasserbad 1083 Wasserbad GFL
2.1.3 Software
Tabelle 3 - Softwareprogramme
Softwareprogramme Hersteller
EndNote X9 Clarivate Analytics, PA, USA

Gen5 Microplate Reader and Imager Software BioTek, VT, USA
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2.05
Office 365 ProPlus Microsoft, WA, USA
Prism 8 GraphPad Software, CA, USA

2.1.4 Hersteller

Tabelle 4 - Herstellerverzeichnis

Hersteller Hauptsitz

Biocel Rockgrove, Little Island, IRE
Biotek Winooski, Vermont, USA
Biozym Scientific Hessisch Oldendorf, Deutschland
Cellstar Schadendorf, Osterreich
Clarivate Analytics Philadelphia, PA, USA
Ecolab St. Paul, MIN, USA
Eppendorf SE Hamburg, Deutschland
Gelaire Seven Hills, Australien
GFL Gesellschaft fur Labortechnik Burgwedel, Deutschland
Graphpad Software La Jolla, CA, USA
Greiner Kremsmdinster, Osterreich
Heidolph Instruments Schwabach, Deutschland
Hirschmann Laborgeréte Eberstadt, Deutschland
Microsoft Redmond, WA, USA
Polysciences Warrington, PA, USA
PreproTech GmbH Hamburg, Deutschland
Roche Diagnostics Basel, Schweiz

Schérfe Systems Reutlingen, Deutschland
Schulke Norderstedt, Deutschland
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Stemcell Technologies Vancouver, Kanada
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

Zeiss Oberkochen, Deutschland

2.1.5 Ethikvotum und verwendete Zellen

Fir die hier beschriecbenen Versuche wurde im Vorfeld ein Ethikvotum mit der

Studiennummer 2019-511-KFogU (Antragssteller Dr. Dr. Séren Twarock) eingeholt.
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Fur die experimentelle Durchfiihrung dieser Arbeit wurden sowohl Zelllinien als auch
Primarzellen genutzt. Alle Zelllinien (immortalisierte HL-60-, THP1- und Kyse410-
Zelllinien) wurden urspringlich von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ, Leibnitz-Institut, Braunschweig) bezogen. Die priméren Zellen
wurden nach Einverstéandniserklarung von unbehandelten AML-Patientinnen und
Patienten mittels Knochenmarkaspiration (Klinik fir Hamatologie, Onkologie und
klinische Immunologie des Universitatsklinikums Dusseldorf) bzw. Patientinnen und
Patienten, die im Zuge einer orthopadischen Operation einen Huftkopfersatz bekamen,
intraoperativ gewonnen (Klinik fir Orthopadie des Universitatsklinikums Dusseldorf). In
der Folge wurden die Zellen im Forschungslabor der Klinik fur Hamatologie, Onkologie
und klinische Immunologie des Universitatsklinikums Dusseldorf freundlicherweise unter
Leitung von Dr. Stefanie Geyh aufgearbeitet. Fir die Matrisomanalyse wurden fir

samtliche Kulturen n = 3 Zellproben isoliert und verwendet.

2.2 Zellkultur
2.2.1 Kultivierung

Fir die Methodenetablierung wurden die immortalisierten AML-Zelllinien HL-60 und
THP-1 verwendet. Diese wurden bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) Medium 1640 und den Zusétzen von 10 % fetalem
Kalberserum (FCS, fetal calf serum) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin/Glutamin (PSG).
Soweit nicht anders bezeichnet, stammen samtliche Substanzen von der Firma Sigma-
Aldrich (Steinheim). Fir die Durchfihrung der etablieten Methode wurden aus
Knochenmarkaspiraten, = Knochenmarkbiopsien und Apheresaten gewonnene
mesenchymale Stromazellen (MSC) und CD34+hamatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen verwendet (HSPC), die freundlicherweise von Dr. Stefanie Geyh aus
der Klinik fir Hamatologie, Onkologie und klinische Immunologie des UKD aufbereitet
wurden. Eine genaue Darstellung des Zellkulturmodells und der Aufteilung in Mono- und

Kokulturen wird in 2.2.3 beschrieben.

Samtliche Kulturen wurden 5 % CO- und 37 °C kultiviert. Die MSCs und die Kokulturen
wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) low Glucose (1,0 g/L; DMEM'"*)
mit Zusatz von 30 % FCS und 1 % PSG kultiviert. Die HSPCs wurden ebenfalls in
DMEM"w mit Zusatz von 30 % FCS und 1 % PSG kultiviert, jedoch bendtigten sie in der
Monokultur den Zusatz von Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-6 (IL-6), Stem Cell Factor
(SCF) (jeweils 10 ng/mL) und 20 ng/mL FMS-related Tyrosinkinase-3-Ligand (FLT3L,;
alle Zusatze von PreproTech GmbH, Hamburg, Germany). Das hier beschriebene

Nahrmedium wird in der Folge mit ,DMEM"°%++++“ abgekrzt.
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Die Passagierung der Zellen erfolgte durch Absaugen des jeweiligen Nahrmediums,
Waschung mit Phosphate Buffered Saline (PBS) und Ablésung unter
lichtmikroskopischer Beobachtung durch 5 Minuten Inkubation mit 0,5 % Trypsin/EDTA
(TE) bei 37 °C. Im Anschluss wurde das TE abgestoppt von Nahrmedium, Uber 5
Minuten bei 1100 Umdrehungen zentrifugiert, in frischem N&hrmedium resuspendiert
und in gewunschter Menge, meistens zwischen 5.000-6.000 Zellen/cm? ausgesat. Die
nicht-adharenten AML-Zellen wurden passagiert durch Zentrifugierung tber 5 Min. bei
1100 Umdrehungen und Resuspension in frischem Medium, gefolgt von einer Aussaat

in gewunschter Menge, meistens 5.000 Zellen/cm?.

2.2.2 Zellzdhlung

Die Zellzédhlung wurde fur die MSCs aufgrund ihrer GréBe in einer Neubauer
Zahlkammer durchgefuhrt [64]. Die HSPCs wurden gezéahlt mit dem Casy Model TT —

Cell Counter and Analyser (Roche Diagnostics).

2.2.3 Studiendesign des Zellkulturmodells

Far die Charakterisierung des Matrisoms der MSCs und der HSPCs wurden diese
zunéchst in Mono- und Kokulturkonstellationen kultiviert. Im Anschluss wurde die Kultur
zur Darstellung der EZM dezellularisiert. Es ergaben sich acht verschiedene
Konstellationen (Abb. 7). Die Abklirzungen setzen sich durch die Zellart (MSC bzw. 34
fir CD34+-HSPC) und den Krankheitsstatus (,AML" flir Akute Myeloische Leukamie und
,hc* far healthy controF bzw. keine AML) zusammen. Beispielsweise wird die
Kokulturkonstellation mit leuk&dmischen MSCs und HSPC somit MSCaw./34auL genannt,
die Monokultur nicht leukamischer MSCs sind MSCic.

% MSCAML h@f MSChc @ 34AML @ 3‘4‘hc

Abb. 7 - Mono- und Kokulturkonstellationen
Es wurden Monokulturen der vier Zellarten angelegt: nicht-leukdmische MSC (MSCh, links oben),

leuk&mische MSCs (MSCawmi, links unten), nicht-leukdmische HSPCs (34, rechts unten), wie
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auch leukdmische HSPCs (34amL, rechts oben). Des Weiteren wurden Kokulturen in den
Konstellationen MSCic/34nc (0ben, 2.v.1.), MSCnc/34amL (0ben, 3.v.1.), MSCau/34auL (unten, 2.v.1.)
und MSCawm/34hc (unten, 3.v.l.) angelegt. Abbildung erstellt mit Elementen von Servier Medical
Art[7].

Fir die Experimente dienten MSCs sowie HSPCs von Patientinnen und Patienten mit
und ohne diagnostizierte Leuk&mie, jeweils als Kontrollgruppe in der Monokultur als auch
in sémtlichen mdglichen Konstellationen von Kokulturen. Die Patientencharakteristika

werden in Tabelle 5 beschrieben.

Tabelle 5 - Patientencharakteristika

Zellen Geschlecht Alt?r be
Erstdiagnose

m 30
34 amL m 66
m 62
m n/a
34hc f 85
f 60
m 57
MSCamL m 64
f 59
m 68
MSChc m 59
f 40

2.2.4 Beschichtung, Aussaat

Als Grundlage fur Versuchsaufbau und Zellzahl dienten die Arbeiten von Ragelle et al.
sowie Harris et al., die an die hier verwendeten Zellen angepasst wurden [65, 66]. Fir
die einzelnen Kulturansatze wurden zunéachst die 6-Well-Platten (Cellstar) mit 50 ug
Fibronektin in 1 ml PBS beschichtet. Die Beschichtung diente zur Nachahmung der in-
vivo-Situation in der Knochenmarksnische, da Fibronektin ein Bestandteil der EZM ist

und far eine bessere Adhésion der nicht-adharenten HSPC sorgen soll.

Nach einer vierstiindigen Inkubation bei 37°C und 5% CO. wurde der Uberstand der

Fibronektin-Beschichtung entfernt und die Platte eine weitere Stunde trocknen lassen.
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AnschlieBend wurden jeweils 7 x 10* leukdmische und nicht-leukdmische / healthy
control MSCs fur die Monokulturen als auch fur die Kokulturen in 3 mL N&hrmedium
ausplattiert. Bei einer Konfluenz von 50-60% wurden bei den Kokulturansatzen jeweils
2 x 105 CD34+ AML- bzw. HSPC hinzugegeben, sowie zwei weitere Ansatze mit 2 x 10°
Zellen fur je eine hadmatologisch gesunde und eine kranke CD34+Monokultur als
Kontrollgruppen begonnen. Fir letztere Ansatze wurde DMEMoY++++ (s. 2.2.1) als

Nahrmedium verwendet.

Far die Etablierung der Mono- und Kokulturmodelle wurde sich in Bezug auf Zellzahl und
Dauer des Experiments an Ragelle et al. und an Harris et al. orientiert [65, 66] und wie
in 2.2.5 beschrieben angepasst. Eine, wie in Ragelle et al. beschriebene
Kultivierungsdauer von 14 Tagen fuhrte in der Etablierungsphase zu keinem
signifikanten Anstieg der Proteinmenge. Des Weiteren kultivierten Harris et al. die Zellen
nur 2 Tage bis zur Konfluenz, bevor sie sie mit Ascorbinsdure zum artifiziellen
Enhancement der EZM-Produktion behandelten, was bei der vorliegenden Arbeit nicht

vorgesehen war.

2.2.5 Durchfiihrung, Vorbereitung fiir die Matrisomanalyse

Fir die Analyse des Matrisoms wurden die Mono- und Kokulturkonstellationen nach drei
(CD34+ Zellen) bzw. sechs (MSCs) Tagen in Kultur dezellularisiert, um ausschlieBlich
die EZM darzustellen und die Inkorporation intrazellularer Proteine in weiterfihrenden

Analysen auszuschlieBen (Abb. 8).

Nach der Kultivierung wurde zunadchst das Nahrmedium einer jeweiligen Platte
abgesaugt. Die adharenten Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen und in 1 mL
0,5 % Triton-X-100 in 20 mM Ammoniumhydroxid 5 Minuten lysiert und
lichtmikroskopisch kontrolliert. Hiernach wurde die Probe zweifach vorsichtig mit jeweils
1 mL Hank’s Balanced Salt Solution mit Calcium und Magnesium (HBSS +/+)
gewaschen, so wie einmal mit 1 mL reinstem H-O aus Milli-Q Biocel. Nach den
Waschschritten wurde die EZM unter Zugabe von 200 yL PBS mit einem Zellschaber

geldst und bei -20 °C gelagert, bis weiterfihrende Analysen durchgefihrt wurden.
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Der Dezellularisationsversuch wurde eigens etabliert, &hnlich wie bei Ragelle et al.
beschrieben [65].

Tag 6

8 .,

Abb. 8 — Schematischer Versuchsaufbau der Zellkulturkonstellationen

An Tag 1 wurden 6 mit Fibronektin/PBS beschichtete Wells mit je 7 x 104 MSChc bzw. MSCam.
belegt. Diese wurden neben der Monokultur an Tag 3 mit je 2 x 105 CD34+ AML- und
hamatologisch gesunden HSPCs kokultiviert und Monokulturanséatze fir die CD34+ Zellen wurden
begonnen. Alle Ansatze wurden an Tag 6 dezellularisiert, sodass pro Durchlauf 8 Proben mit
aufgereinigter extrazellularer Matrix (EZM) entstanden. Abbildung erstellt mit Elementen von
Servier Medical Art [7].

2.3 Readout
2.3.1 Matrisomanalyse

Die dezellularisierten Proben wurden im Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum
(BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitdt  Dusseldorf — mittels  hochsensitiver
massenspektrometrischer Analyse zur Detektion und Charakterisierung von Proteinen

untersucht.

Die Aufarbeitung und anschlieBende Analyse wurde im BMFZ durchgefihrt. Fir die
massenspektrometrische Analyse wurden Proben in einem ESI-Massenspektrometer
(ThermoFisher Scientific, s. Tabelle 2) in drei Schritten ionisiert, nach ihrem
Ladungsverhéltnis eingestuft und detektiert. Massenspektrometrisch wurden dann sog.
Abundanzen ermittelt, die als relative Parameter fir die Expression eines jeweiligen
Proteins interpretiert werden kdénnen. Anhand dieser konnten die verschiedenen
Kokulturkonstellationen hinsichtlich ihrer Proteinexpression verglichen werden [67]. Die
absolute Proteinexpression ist durch Vergleich von ermittelten Abundanzen der
Massenspektrometrie nicht messbar. Aus den Abundanzen wurden durch u.s.
Berechnungen statistische Signifikanzen von Unterschieden der Proteinexpression
berechnet. Die Darstellung der sich signifikant zwischen den jeweiligen Bedingungen
unterscheidenden Proteine erfolgt als Tabelle und als Volcano-Plot. Es folgt ein

Trefferabgleich mit der von Shao et al. [68] definierten und unter MatrisomeDB
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zugreifbaren Auflistung von Proteinen des Matrisoms und eine anschlieBende Einteilung

in folgende Gruppenzugehdérigkeiten zu den GeneOntology terms [69]:
GO-Gruppen mit Bezug zur EZM

» Proteine der supramolekularen Faserorganisation (GeneOntology term
G0:0097435)

» Proteine der Organisation des Zytoskeletts (GO:0007010)

» Proteine der Zelladhésion (GO:0007155)

» Proteine der Zellverbindungsorganisation (GO:0034330)

* Proteine der EZM-Organisation (GO:0030198)

» Proteine der Bildung von Membranrafts (GO:0045121)

GO-Gruppen mit Bezug zu wichtigen intrazellularen Stoffwechselwegen

» Proteine des Katabolismus von nukleobasenhaltigen Verbindungen
(GO:0034655)

» Proteine des Nukleinsduremetabolismus (G0O:0090304)

» Proteine der Ribonukleoproteinbiosynthese (GO:0022613)

» Proteine des Proteinstoffwechsels (GO:0019538)

» Proteine der Chaperon-vermittelten Proteinfaltung (GO:0061077)

2.3.2 Quantifizierung der Colony-Forming-Units

Die CD34+-HSPC wurden im Colony-Forming-Unit-Assay (CFU) weiter analysiert.

CFUs beschreiben die Differenzierungsfahigkeit von hdmatopoetischen Vorlauferzellen
zur weiB3en und roten Zellreihe. Hierzu wurden die Zellen 14 Tage in einem semisoliden
Medium mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen inkubiert, woraufhin sie zu Kolonien der
verschiedenen Zellreihen ausdifferenzierten. Es gingen, analog zur Hamatopoese (Abb.
3) aus einem myeloischen Progenitor, der CFU-GEMM-Kolonie (CFU-Granulocyte,
Erythroid, =~ Macrophage, = Megakaryocyte), verschiedene zelllinienspezifischen
Progenitoren hervor, die unterschieden werden konnten (Tabelle 6, Abb. 9) Danach

wurden lichtmikroskopisch die Kolonien differenziert und quantifiziert.

Tabelle 6 — Kolonie-Arten des Colony-Forming-Unit-Assays

Kolonie Zelllinie Anmerkung
BFU-E (Burst Forming Unit Erythrozyten Hochproliferative, frihe
Erythroid) Progenitoren
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CFU-E (CFU-Erythroid)

Erythrozyten Weniger proliferative,

spatere Progenitoren

CFU-GM (CFU-Granulocyte,
Macrophage)

Granulozyten,

Makrophagen

CFU-G (CFU-Granulocyte)

Granulozyten

CFU-M (CFU-Macrophage)

Makrophagen

BFU-E

CFU-E
¢
]
' '
¢ }
!
SRRV RS
@ o
Erythrozyt Thrombozyten

Selbsterneuernde
Hamatopoetische Stamm-
und Progenitorzelle

CFU-GEMM

CFU-M

|
— l
(e 50
"\__7_7_,-" “x\_ S QZ\;@
Granulozyten Makrophage

Abb. 9 - Ubersicht iiber die Kolonie-Arten des Colony-Forming-Unit-Assays

Aus den sich selbst erneuernden HSPC gehen einzelne Kolonien an gemischten Granulozyten-,

Erythrozyten-, Megakaryozyten- und Makrophagenkolonien, die CFU-GEMM hervor. Diese

entwickeln sich entlang der erythrozytdren Linie zunachst zu BFU-E, danach CFU-E. Als

Vorlauferkolonien der Granulozyten und Makrophagen bilden sich zunachst CFU-GM, danach

CFU-G bzw. CFU-M. Entlang der megakaryozytdren Linie, aus der die Thrombozyten

hervorgehen, bilden sich aus der CFU-GEMM keine von anderen unterscheidbaren Kolonien.

Abbildung erstellt mit Servier Medical Art [7] und eigenen lichtmikroskopischen Aufnahmen

(Axiovert 25, Zeiss, Jena 5x/0,12 PhO0).

Je nach Verhaltnis der einzelnen Kolonien zueinander konnten Rickschlliisse auf die

spezifische Differenzierungskapazitat der HSPC gezogen werden, welche nicht nur im
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Gesundheitsstatus (AML / hadmatologisch gesunde Kontrolle) sondern auch in der

Kulturkonstellation (mit MSCam./ mit MSCrc / Monokultur) verschieden waren.

Es wurden pro Ansatz 1000 Zellen in 1 mL eines semisoliden Methylcellulose-haltigen
Gels (MethoCult #GF-H4434, Stemcell Technologies) aufgenommen. Im Anschluss
wurde pro Ansatz ein Duplikatpaar in zwei Wells einer 24-Well-Platte (Cellstar)
ausplattiert. Nach 14-tagiger Inkubation wurden die Kolonien dann phanotypisch

eingeteilt und lichtmikroskopisch analysiert (s. oben).

Es wurde nicht nur die Differenzierungskapazitdt an sich untersucht, sondern
insbesondere analysiert, welche Unterschiede sich bei den HSPCs nach Manipulation
durch Kokultivierung mit sowohl hdmatologisch gesunden als auch leukdmischen MSCs
zeigten. Die Ansatze wurden analog zum Zellkulturexperiment mit Ansatzen aus allen
Konstellationen verschiedener Kokulturen durchgefiihrt. Da die MSCs adhérente Zellen
sind und nicht zu myeloischen oder granulozytaren Zellen ausdifferenzieren kénnen,
wurden lediglich HSPCs verwendet und die Experimente mit 6 statt mit 8 verschiedenen
Proben durchgefihrt (vgl. Abb. 7).

Die Ergebnisse der CFU-Assays wurden durch Varianzanalyse nach ANOVA mit

nachgeschaltetem Tukey-Vergleichstest bestimmit.

2.3.3 Statistik

Die statistische Datenauswertung erfolgte mit den Softwareprogrammen Microsoft Excel
(Microsoft, WA, USA) und Prism 8 (GraphPad Software, CA, USA).

Die Datensétze der Matrisomanalyse wurden durch den Kollegen Dr. Felix Bormann von
Bioinformatics.Expert ausgewertet mit den Programmen MaxQuant 2.4.7.0 unter
Verwendung von Standardparametern sowie dem R-Paket artMS (Version 1.20.0).
Hierfir wurden die Rohdaten mit MaxQuant analysiert, um Spektren zu extrahieren und
auf Peptide zurlickzuschliessen. Es wurden LFQ-Intensitaten (label free quantitation,
relative Quantifizierung von Proteinproben) und iBAQ-Werte (intensity based absolute
quantification, absolute Quantifizierung der Proben nach Intensitat) berechnet. In der
Folge wurden die Daten von MaxQuant mittels artMS verarbeitet zur Berechnung der
normalisierten Expressionswerte und der differenziellen Proteinexpression in

verschiedenen Kokulturvergleichen.

Statistische Signifikanz wurde ab einem p-Wert von < 0,05 angenommen und mit ,,*“
dargestellt, statistische Hochsignifikanz ab p < 0,01 und mit ,**“. Dargestellt sind die

Daten als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes.
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3 Ergebnisse

3.1 Colony-Forming-Unit-Assays

Parallel zu den  Kokulturexperimenten  wurde in  CFU-Assays die
Ausdifferenzierungskapazitdt von HSPCs durch zweiwdchige Kultivierung in einem

Differenzierungsmedium und anschlieBende Mikroskopie beurteilt.

In den CFUs zeigte sich, dass sich sowohl in der Gesamtmenge aller Kolonien als auch
in den Unterkategorien der ,roten®, also erythroiden, sowie der ,weif3en“ granulozytaren
Zellreine die hématologisch gesunden, monokultivierten HSPCs (34n. Mono) am
starksten ausdifferenzierten (Abb. 10). Im Vergleich zu den monokultivierten 34y zeigten
die 34aw-HSPC aus Monokulturen beispielhaft ein signifikant schlechteres
Differenzierungspotential flr alle Kolonien (32,6 vs. 3,5 Kolonien, p < 0,001). Es zeigte
sich lediglich in einem von vier Ansatzen der monokultivierten 34au. Uberhaupt eine

Koloniebildung.

Auch die durch Kokulturen manipulierten 34avw-HSPC waren signifikant weniger bis
Uberhaupt nicht fahig, Kolonien zu bilden. So zeigte die MSCau./34avL €in signifikant
vermindertes Differenzierungspotential fir weiBe Kolonien im Vergleich zur MSCam./34nc

(0,5 vs. 7 weiBBe Kolonien, p < 0,05).

In allen Vergleichen zeigte sich ein signifikant vermindertes Differenzierungspotential der

34 durch Hinzugabe von MSCaw.

Alle Kolonien »Rote” Kolonien »WeiBe" Kolonien
Fxkk Rk%k
' %* 1 Ak kKR * Ak Kk
50 | —| 20 I_I_I**** 401 1 ***: 1
1
40- U
15 30
5 30 § 8
s 5 104 £ 20-
g 2 g g
o 54 10
0- 0- 0-
‘{bh.é‘\' ;‘% (S._‘v-“‘ gb“‘# & ‘\P{\O (”“’ \,\S’w“ wE ®°o° “Pé’ W §°-“" N“"?&&" & ¢p“°
\,go‘ﬁye?o & ‘,\e“vy&o & @e“"% R
Kokultur Kokultur Kokultur

Abb. 10 - Ausdifferenzierungskapazitat von Mono- und Kokulturen im Colony-Forming-
Unit-Assay

Die hamatologisch gesunden monokultivierten HSPC zeigten in allen Vergleichen die gréBte
Kapazitat zur Ausdifferenzierung in Zellkolonien. Leukdmische HSPC konnten sowohl in der

Mono- als auch in der Kokultur wenig bis keine Kolonien hervorbringen. Dargestellt sind
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Mittelwerte + SEM. Signifikanzen: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; ™ = p < 0,0001.

Kokulturen n = 8, Monokulturen n = 4.

3.2 Massenspektrometrische Analyse der extrazellularen
Matrix

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der in 2.3.1 beschriebenen massenspektrometrischen
Analyse der extrazellularen Matrix im Rahmen der Genese einer AML in einem ex vivo-
Modell. In diesem Rahmen wurden die erhobenen Daten mit bioinformatischer Hilfe

ausgewertet und interpretiert.

Auch wenn die Vergleiche der Monokulturen der gesunden und leuk&misch verénderten
MSC bzw. HSPC aufgrund der physiologisch gegebenen Interaktionen zwischen MSC
und HSPC bei der Interpretation einer entsprechenden Einschrankung unterliegen,
wurde zuerst durch den Vergleich dieser Konstellationen die Annahme gepruft, ob
bereits grundsétzliche Matrisomveranderungen in den entsprechenden Zellarten
beobachtet werden konnten, die auch unter den artifiziellen Bedingungen einer ex-vivo-

Monokultur Bestand haben.

Im Weiteren wurde durch die Kokultivierung von HSPC und MSC von sowohl
leukdmischen (MSCam und 34amL) als auch hadmatoonkologisch gesunden Patientinnen
und Patienten (MSCyc und 34y.) in verschiedenen Konstellationen verschiedene Phasen
der Leukdmogenese abgebildet (Abb. 7). Hierbei stehen die drei Kokulturbedingungen
MSChc/34hc, MSChno/34am.  und  MSCami/34ame  modellhaft flir ein gesundes
Knochenmarkmilieu, die Beeinflussung nicht-transformierter MSC durch leuk&mische

HSPC und schlieBlich fir ein ganzlich transformiertes Knochenmarkmilieu.
Auf Grundlage der Ziele dieser Arbeit werden dabei folgende Vergleiche beschrieben:

A. Vergleich der hdmatologisch gesunden Kokultur MSCnc/34n: mit der gesund-
leukdmischen Mischkultur MSCrc/34amL

B. Vergleich der gesund-leukdmischen Mischkultur MSCyc/34am.  mit  der
leukdmischen Kokultur MSCami/34awL

C. Vergleich der hamatologisch gesunden Kokultur MSCh/34nc mit der

leukamischen Kokultur MSCam/34amL

In einer weiteren Auswertung wurde die Proteine ermittelt, die durchgehend in beiden
Analysen, die modellhaft den vollausgepragten leukédmischen Zustand (Kokultur

MSCawu/34auL) als Vergleichspartner betrafen, exprimiert waren.
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Neben der tabellarischen Auflistung der signifikant in ihren Abundanzen verschiedenen
Proteine wurden zur visuellen Darstellung der Ergebnisse Volcano-Plot-Darstellungen
verwendet. Fur diese Darstellungsweise wurden der dekadische Logarithmus des
ermittelten p-Wertes und der binare Logarithmus des fold change eines jeden Proteins
gegeneinander aufgetragen. Der fold change berechnet sich aus der Division der
Mittelwerte massenspektirometrisch erfasster Abundanzen. Die sich signifikant
unterscheidenden Proteine (p > 0,05) werden dabei als blau markierte Datenpunkte, die
nicht signifikant erhdht als graue Datenpunkte dargestellt. Ein positiver binarer
Logarithmus des fold change (log2FC) bedeutet eine héhere Expression in der zweiten
Vergleichsbedingung (in der Regel die starker transformierte Bedingung), ein negativer
log2FC eine hdhere Expression in der ersten Bedingung (in der Regel die weniger

transformierte Bedingung).

Zu jedem Vergleich erfolgt eine Analyse der Zugehorigkeit der entsprechenden Proteine
zu Funktionsklassen und extrazellularen Netzwerken. Hierzu wurden die detektierten
Proteine hinsichtlich ihrer Funktionsweise und Eigenschaften mit der MatrisomeDB

abgeglichen [68].

Aufgrund der verwendeten Methode zur Gewinnung der unléslichen Bestandteile der
extrazellularen Matrix (vgl. 2.2.5), ist zu erwarten, dass auch Reste sehr stark
exprimierter intrazellulérer Proteine detektiert werden. Diese werde im Folgenden der
Vollsténdigkeit halber bei vorhandener statistischer Signifikanz aufgefluhrt, aber nicht fur
die sich anschlieBenden Analysen der Zugehdrigkeit der detektierten Proteine zu
Netzwerken und Systemen des Matrisoms herangezogen. Gleichzeitig stellt das hier
analysierte Proteinspektrum methodenbedingt kein vollstandiges Matrisom dar, sondern

besteht aus den unter den jeweiligen Bedingungen am stérksten exprimierten Proteinen.

3.2.1 Vergleich der hamatologisch gesunden und der leukamischen MSC-

Monokultur

Beim Vergleich der Monokulturen von gesunden Spenderinnen und Spendern
gewonnenen MSC (MSChc) mit den aus AML-Patientinnen und Patienten gewonnenen
MSC (MSCawL) wiesen nur wenige der massenspektrometrisch detektierten Proteine
eine signifikant differenzielle Expression auf (Abb. 11, blaue Datenpunkte). In einer
Volcano Plot Darstellung zeigen sich die blau markierten als die signifikant erhéhten
Proteine, alle Datenpunkte unterhalb der Grenze von p < 0,05 sind nicht signifikant
erhéht und in grau hinterlegt. Ein positiver log2FC bedeutet in diesem Vergleich eine
Expression in der MSCawu.-Monokultur, ein negativer log2FC eine Expression in der
MSCre.
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MSC,,.-Monokultur vs. MSCay, -Monokultur Abb. 11 - Volcano Plot differenziell
NS o pvalue <= 0.05 exprimierter Proteine in leukdmischer
und héamatologisch gesunder MSC-
Monokultur
=1 Die meisten Proteine waren in der MSCh,-
Monokultur im Vergleich zur MSCaw.-
Monokultur nicht signifikant differenziell
exprimiert. Von den signifikant regulierten
Proteinen zeigten 11 von 12 in der MSChc-
0.5 Monokultur eine hdhere Expression,

entsprechend einem negativen log2FC; mit

001 [ ! . positiven log2FC (d.h. héhere Expression in
o0 e |092(()F(2:) - MSCam) und trotzdem oberhalb der

Signifikanzgrenze zeigte sich lediglich ein

Datenpunkt.

Proteine mit Verbindungen zur extrazelluliren Matrix Andere Funktionen

MatrisomeDB
(GO0045121)

Zellkuitur Protein  Proteinname Gen log2FC  p-Wert

MSCAMLMono ~ P48061  C-X-C motif chemokine ligand 12 cxcLi2 114 0046 Matrisome-associated - Secreted Factors

000299 chloride intracellular channel 1 cuct 096 0045

095084 serine protease 23 PRSS23 4104 0,006

P50991  chaperonin containing TCP1 subunit4 ccTa 126 0,008

P51570  galactokinase 1 GALK1 135 0024

P27658  collagen type Vill alpha 1 chain coLsA1 4156 0017  Core matrisome - Collagens
MSChcMono 68366 tubulin alpha 4a TUBA4A 169 0,026

P06737  glycogen phosphorylase L PYGL 71 0017

P62995  transformer 2 beta homolog TRA2B 179 0049

P16104  H2AXvariant histone H2AX 202 0013

Q71U36  tubulinalpha 1a TUBA1A 203 0014

P98095 fibulin2 FBLN2 334 0005 Core matrisome - ECM Glycoproteins

Abb. 12 — Netzwerkzugehorigkeit signifikant unter- oder liberreprasentierter Proteine in
leukdmischer und hamatologisch gesunder MSC-Monokultur

Im Vergleich der monokultivierten MSC zeigten sich 11 Proteine bei der MSCrc und 1 Protein bei
der MSCam. signifikant differenziell reguliert. Hiervon wiesen insgesamt 6 Proteine einen

bekannten Bezug zu einem EZM-Netzwerk auf (fettgedruckt).

Im Signifikanzniveau p < 0,05 wurden 12 Proteine signifikant in einer der Monokulturen
vermehrt gebildet, davon 11 in der MSCic (Abb. 12); von diesen wiesen 6 Proteine einen
bekannten Bezug zur EZM auf. So waren unter anderem Fibulin-2 (FBLN2), Tubulin
Alpha 1A (TUBA1A) sowie das Kollagen COL8A1 seitens der hamatologisch gesunden
MSCs vermehrt reprasentiert, wahrend die leukdmischen MSCs in der Monokultur
signifikant mehr C-X-C-Motif Chemokin-Ligand 12 (CXCL12) ausschitteten.

Zusammenfassend zeigt dieser Vergleich, dass unter den Bedingungen der Monokultur

nur wenige differenziell exprimierte Proteine identifiziert werden konnten, von denen nur

30



Ergebnisse

ein kleiner Anteil eine bekannte Verbindung zur EZM aufweist; die Uberwiegende Anzahl
dieser Proteine wurde von den hamatologisch gesunden MSC starker exprimiert, was
auf eine mdgliche Funktion im Rahmen der Aufrechterhaltung der physiologischen

Bedingungen in der Knochenmarksnische hinweisen kdnnte.

3.2.2 Vergleich hamatologisch gesunder und leukamischer HSPC-

Monokultur

Im Vergleich der hdmatologisch gesunden mit den leukdmischen HSPC zeigten sich 33
Proteine von der 34y signifikant Uberreprasentiert, wahrend in der 34auw. 5 Proteine

Uberreprasentiert vorlagen (Abb. 13).

34, .-Monokultur vs. 34, -Monokultur Abb. 13 - Volcano Plot dysregulierter Proteine
NS ¢ pvalue <=005 im Vergleich der 34,. mit der 34auL

Es zeigten sich 33 Proteine in der 34y signifikant

erhéht (negative log2FC und oberhalb der

2 Signifikanzgrenze p <0,05). Mit positivem log2FC

reprasentierte die 34am. insgesamt nur 5

-log10(p-value)

1 Proteine, die signifikant mehr gebildet wurden als

in der Vergleichskultur

5.0 25 0.0 25
log2(FC)

Unter den detektierten Proteinen der 34y. hatten 17 nachweisbare Zugehorigkeiten zu
Netzwerken der EZM (Abb. 14).

Funktion oder Zugehdrigkeit zu zelluliren Netzwerken

Proteine mit Verbindungen zur extrazelluliren Matrix Andere Funktionen

o
H
H
H
Zetlkuitur Protein  Proteinname Gen log2FC  p-Wert H
Q07955 Serine And Arginine Rich Splicing Factor 1 SRSF1 295 0014
P01024 nte C3 c3 266 0006
34AMLMono  PO5783 KRT18 249 0009
Q9UNPY PPE 179 0038
P49207 RPL3S 143 0039
P26641 EEFIG 069 0046
P04004 vin 098 0027  Core matrisome - ECM Giycoproteins
P08238 HSP90AB1 4 0022
000299 cuct 4107 0028
P22626 HNRNPA2B1 12 0085
P50991 ccTa 417 0085
P62913 RPL1Y w2 0om
Pi2111 cotsas 412 0046  Core matrisome - Collagens
Q15366 PCBP2 123 0003
075083 WDR1 4120 0021
P17066 HSPAG 4 0008
P52907 capzat 142 0012
P12108 coLsat <148 0025  Core matrisome - Collagens
aissss MAPRE2 158 0028
Qs6ux7 FERMT3 462 0048
QoNRW1 RABSB 163 0021
sahcMono  P14625 HSP90B1 167 0001
Q00839 HNANPU 169 0014
P11021 HSPAS 17 0002
P3ss7e nYHY 475 0025
Qo2522  Links H1-10 478 0047
P17844 DDX5 48 0014
P12236 met SLC25A6 4181 0003
POGS76 ATPSFIB 188 0007
Q15365 PCBP1 193 0012
Q02388 cowzat 205 0006  Core matrisome - Collagens
P31146 coro1A 216 0019
P21333 222 0010
PB4098 RPL1S 237 0014
P25705 AT subunit alpha ATPSFIA 239 0005
o15144 otein 2/3 Complex Subunit 2 ARPC2 244 0011
075300 citite synthase cs 252 0020
P19105  myosinlight chain 12A uvLiza 339 0002

Abb. 14 - Ubersicht signifikant differenziell regulierter Proteine im Vergleich 34nc mit 34au.
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Im Vergleich der monokultivierten HSPC zeigten sich 33 Proteine bei der 34nc. und 5 Proteine bei
der 34w signifikant differenziell reguliert. Insgesamt 19 Proteine (fettgedruckt) zeigten nach
dieser Auswertung einen Bezug zur EZM (2 in der ha&matologisch kranken, 17 in der

h&matologisch gesunden Kultur).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es — zumindest in dem hier verwendeten Modell —
gréBere Unterschiede zwischen malignen und hdmatologisch gesunden HSPC zu geben
scheint als bei den entsprechenden MSC im vorhergehenden Vergleich der Fall war.
Entsprechend konnten auch mehr Proteine mit Bezug zur EZM identifiziert werden. Auch
in diesem Vergleich wird der gréBere Anteil der signifikant unterschiedlichen Proteine
durch die hédmatologisch gesunden Zellen exprimiert. Es ist keine Uberlappung mit den
im vorhergehenden Vergleich gefundenen Proteinen zu erkennen, was auf eine

komplementére Protein-Produktion dieser Zellarten hindeuten kénnte.

3.2.3 Vergleich der hamatologisch gesunden Kokultur MSCnc/34nhc mit der
Kokultur aus gesunden MSC und leukdmischen HSPC
(MSChc/34aML)

Als néachstes wurde die Kokultur MSChc/34n. mit der Kokultur MSCnc/34amL verglichen.
Wie bereits in Kapitel 1.6 beschrieben, stehen diese beiden Kokulturen modellhaft fir
ein hamatologisch gesundes Milieu einerseits und — unter der Annahme, dass die AML

von der HSPC ausgeht — flir den ersten Schritt in der Leuk&mogenese.

In diesem Vergleich zeigten sich wie schon im ersten Vergleich der MSC-Monokulturen
weiter nur wenige Proteine signifikant differenziell représentiert. Der Volcano Plot zeigt,
dass insgesamt 7 Proteine in der MSCic/34nc signifikant differenziell Uberrepréasentiert
waren, in der MSCnc/34amL Nur eines (Abb. 15).

MSC;,o/34, vS. MSC1o/34 am Abb. 15 - Volcano Plot differenziell regulierter

NS o pevalue <= 0.05 Proteine im Vergleich der MSC:/34n. mit der
MSCho/34amL

3 Es zeigten sich 7 Proteine in der MSChc/34nc

signifikant erhéht (negativer log2FC). Die

2 MSChc/34amL Wies insgesamt nur ein Protein auf,

das signifikant mehr gebildet wurden als in der

1 MSChc/34hc (positiver log2FC).

-log1l0(p-value)

0
log2(FC)
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Bei der genaueren Analyse zeigte sich, dass 3 der 7 in der MSChc/34nc signifikant héher
exprimierten Proteine (PRG2, ACTN4, HSP90B1) eine Netzwerkzugehdrigkeit zur EZM
zeigten (Abb.16). In der MSChc/34au. War lediglich das SET nuclear proto oncogene

signifikant Uberreprasentiert.

wwwwwwwwww

RRR
matrisome - Proteoglycans

Abb.16 — Netzwerkzugehorigkeit signifikant differenziell regulierter Proteine im Vergleich
der Kokulturen MSChc/34nc mit MSChc/34amL

In der Kokultur MSCh. mit 341 zeigten sich 7 Proteine signifikant erhéht exprimiert, in der Kokultur
von MSCh: mit 34au lag nur ein Protein signifikant erhéht exprimiert vor. Insgesamt 3 Proteine
(fettgedruckt, alle in der hamatologisch gesunden Kultur) zeigten nach dieser Auswertung einen

Bezug zur EZM.

Auch hier zeigte sich, dass die hamatologisch gesunde Bedingung die gréBere Anzahl
an differenziell Gberexprimierten Proteinen aufwies. Ausgehend von den Vergleichen der
Monokulturen wére durch die Anderung der HSPC-Komponente eine héhere Anzahl

differenziert exprimierter Proteine zu erwarten gewesen.

3.2.4 Vergleich der leukdmischen Kokultur MSCam./34am. mit der Kokultur
aus gesunden MSC und leukdmischen HSPC (MSChc/34amL)

Im Folgenden wurde verglichen, wie sich die Kokultur MSChc/34auL von der vollstéandig
leukamischen Situation, reprasentiert durch die Kokultur MSCaw./34au, unterschied.
Modellhaft wurde so der bereits zuvor verwendete Zwischenschritt in der
Leukdmogenese mit der vollausgepragten, beide Zellarten betreffenden Leukamie

verglichen.

Zunachst fiel im Volcano Plot auf, dass in diesem Kokulturvergleich insgesamt 78 und
somit wesentlich mehr Proteine signifikant differenziell reguliert vorlagen als in den
vorangegangenen Zellkulturvergleichen. Von diesen 78 wurden mit 74 detektierten
Proteinen ca. 95% von der MSCawu/34avL vermehrt produziert (Abb. 17). Dies steht im
Gegensatz zu den vorhergehenden Analysen, bei denen immer die hamatologisch
gesunde Kulturbedingung die héhere Anzahl an differenziell exprimierten Proteinen

aufwies.
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MSChc/34AM|_ VS. MSCAML/34AML
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Abb. 17 -
exprimierter Proteine aus MSChc/34am. und
MSCam/34amL

74 und damit 95% der Proteine, die signifikant

Volcano Plot differenziell

Uberreprasentiert waren, stammten von der
Kokultur MSCam/ 34amL (positive log2FC-Werte),
nur 4 Proteine waren in der Kokultur MSChc/ 34am.
Auch
Signifikanzgrenze (p < 0,05) ergab sich ein

ahnliches Bild.

Uberreprasentiert. unterhalb der

Die weitergehende Analyse zeigte, dass ca. 57% der in der Kokultur MSCam/34amL im

Vergleich zur MSChnc/34amL signifikant hdher exprimierten Proteine einen Bezug zur EZM
aufwiesen (Abb. 18).

Funktion oder Zugehdrigkeit zu zellulgren Netzwerken

Proteine mit Verbindungen zur extrazelluliren Matrix Andere Funktionen
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P68032  actin lpha cardiac muscle o1 st o002 ..
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Q15966 po(1C)binding prolon 2 PoBP2 138 0000 . .
P62987  ubiquitn A-52 residus ibosomal prolin fuson product 1 Usrs2 138 oot .
Pe1ata  ribosomal proton L15 AL 137 oot .
P50991  chaperonin conaning TOP suburit & core 137 0005 -
o739 fiamin® Fine 135 0010 .
POT257  proy +hydronylase suburitota Pare 155 0029 .
P233%6  ribosomal proteinS3 Ps3 134 0034 . . .
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P46940 10 moti containing GTPase actvating proten 1aGAP1 128 0031 ..
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Pe2081  ribosomal profon S7 Aps7 126 0040 ..
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PoG7a3  anclase 1 Enot The ooss .
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Possss  ribosomal protoin RPsa 105 0029 . .o
Pis6ss  phosphoghycerate mtase 1 s 107 oot .
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Abb. 18 - Netzwerkzugehérigkeit signi
Kokultur MSCam/34amL im Vergleich zur Kokultur MSChe/34amL

Es zeigten sich in der Kokultur MSCaw./34am. 74 Proteine signifikant im Vergleich zur

ikant differenziell reprasentierter Proteine in der

MSChc/34amL Uberreprasentiert, von diesen wiesen 42 Proteine (57%) einen bekannten Bezug zur
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EZM auf (fettgedruckt). In der MSCrc/34amL zeigten sich 4 Proteine signifikant Gberrepréasentiert,

davon eines mit bekanntem Bezug zur EZM (fettgedruckt).

Aus Ubersichtsgriinden sollen hier einige Proteine hervorgehoben werden, die fiir den
weiteren Inhalt dieser Arbeit relevant sind. So produzierte die MSCnc/34am. signifikant
mehr Fibulin-2, in der MSCau/34auL zeigte sich eine vermehrte Expression von u.a. Actin
Beta und Gamma (ACTB, ACTG1), EMILIN-1, EGF-containing fibulin extracellular matrix
Protein 2 (EFEMP2), Kollagene (COL3A1, -4A1, -4A2), LOXL2, Lactat-Dehydrogenase
(LDHA), Nucleophosmin 1 (NPM1), ribosomale Proteine (RPL7,-10, -14,-15, -21, RPSS,
-6, -7, -A), Serinprotease HTRA1 (HTRA1), Versican (VCAN).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Analyse, dass erst die Interaktion von
leukdmischen HSPC mit leukdmischen MSC eine numerisch substanziell gesteigerte
Expression von Proteinen zur Folge hat. Interessanterweise ist hier der Anteil an
Proteinen mit Bezug zur EZM im Vergleich zu den vorhergehenden Versuchen sehr
hoch.

3.2.5 Vergleich der hamatologisch gesunden Kokultur MSCnc/34nhc mit der
leukamischen Kokultur MSCam/34amL

Im abschlieBenden Vergleich der Matrisomanalyse sollte die noch vollstandig
hamatologisch gesunde Kokultur MSChnc/34nc mit der vollstandig transformierten ,,in-vitro-

Leukamie®, der MSCawu./34amL verglichen werden.

Auch in dieser Analyse waren weitaus mehr Proteine in der ,voll-leukdmischen® Kokultur
zu beobachten (Abb.19). Von 57 gefundenen signifikant differenziell exprimierten
Proteinen waren 48 vermehrt im leukdmischen Milieu zu finden (84,2%), wahrend die

MSCh/34nc lediglich 9 signifikante Proteine hervorbrachte.
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MSC /341 vS. MSCau/3% L Abb.19 - Volcano Plot differenziell regulierter
NS - pvalue < 0.05 Proteine in leukdmischer und hamatologisch
gesunder Kokultur
Von den signifikant differenziell regulierten
Proteinen waren 48 von 57 in der MSCam/34amL-
Kokultur (positiver log2FC) Uberreprasentiert,
nur 9 in der MSChc-34nce-Kokultur. Auch unterhalb
der Signifikanzgrenze (p < 0,05) ergab sich ein

ahnliches Bild.

-log10(p-value)

) O lgarg )
Seitens der hdmatologisch gesunden MSChc/34nc zeigte sich als eines von 9 Proteinen
wiederholt FBLN2 signifikant Gberreprasentiert, wahrend die MSCau./34auL €ine Vielfalt
an relevanten Proteinen produzierte (Abb. 20). Hier zeigten sich wie schon im
vorangegangenen Kokulturvergleich insbesondere mit der EZM in Verbindung stehende

Proteine signifikant Uberrepréasentiert.

Funktion oder Zugehdrigkeit zu zellularen Netzwerken

Proteine mit Verbindungen zur extrazelluléren Matrix Andere Funktionen

H
£
Zelkuttur Protein  Proteinname Gen log2FC p-Wert 2
P50454  serpin family H member 1 SERPINH1 266 0006 Matrisome-associated - ECM Regulators
Pe3261  a a AcTG1 259 0002
P68032 ardiac muscle 1 AcTet 258 0009
Q14103 clear ribonucieoprotein D HNANPD 221 0002
Po%s72  al bisphosphate C ALDOC 220 oos2
Q16778 H2B clusiered histone 21 H28C21 191 0033
P19105  myosin light chain 12A MYL12A 188 0,005
PiG10s K H2A 183 0010
Q55505 HP1BP3 177 0034
P55072 171 0034
Q12905 in L2 168 0045
P13674 PaHAT 164 0004 Matrisome-associated - ECM Regulators
Qgese7 MYADM 162 0003
P62753 RPSG 162 0016
P61313 RPL1S 160 0004
aeNzZ2  c: soc CAVINY 160 0019
P60709  actin beta AcTB 159 0029
POBS72  collagen type IV alpha 2 chain coLaaz 159 0,006  Core matrisome - Collagens
QoBsIs o ‘aplotagmin 1 ESYT1 157 0008
atazsa FLOT2 155 0021
Q05682 c: CALDT 156 0,048
POBE4S maas 156 0023
Qoaga7 ss8P1 149 0022
MSCAMLasaML  ASPL33 KRBAT 146 0030
P62244. RPSISA 137 0012
P2a284 PP 134 0030
P26038 MSN 134 0,006
POG748 Nem1 136 0082
Q6ZMPO  thy ncin type 1 domain containing 4 THSD4 132 0033 Core matrisome - ECM Giycoproteins
PO7237  prolyl d-hydroxylase subunitbeta PaHB 127 0037
Q1518 1 cap1 128 0028
Pa2119 2 PRDX2 120 0005
Po2461 Walpha 1 chain coLaa 119 0,009  Core matrisome - Collagens
PO03S8 lacta rogenase A LOHA 118 0020
QOY4KO  Iysyloxidase like 2 Lox2 117 0007  Matrisome-associated - ECM Regulators
Q7KZF4  staphylococcal nuclease and tudor domain containing 1 SND1 110 0049
PO4083  annexin A1 ANXAT 108 0043 Matrisome-associated - EC-afflated Proteins
P18124  ribosomal protein L7 RPL7 108 0033
ots144 elatec junit 2 ARPC2 107 0037
P30101  protein disulfide isomerase family A member 3 PDIAS 099 0047
000159 myosiniC mvorc 098 0023
Qo6AGE | repeat containing 59 Ly 095 0047
P22626  heterogeneous nuclear ribonucieoprotein A2/B1 HNANPAZBT 093 0046
QSNR12  PDZand LIM domain 7 POLIMT 090 0044
P39B56 DpOST 087 0012
P05556  Integrin subunit beta 1 meB1 087 0029
Pas782 RPSS 082 0042
P13611 vean 063 0003  Core matrisome - Proteoglycans.
Q07955 se SRSF1 134 0027
ot5347 HMGES 47 0020
043175 PHGDH 149 0006
Po442s AsL 200 0046
MSChcdhe  09BQ6 SLF1 214 0030
P13727 PRG2 222 0024 Core matrisome - Proteoglycans.
PoB0%S FBLN2 241 0,026 Core matrisome - ECM Giycoproteins
Q86UKs  EVC cilary complex subunit2 Evce 256 0019
095789 zinc finger MYM-type containing & ZMvMe 260 0,050

Abb. 20 - Ubersicht signifikant {iberreprisentierte Proteine in leukdmischer und
hdmatologisch gesunder Kokultur

In der MSCawm/34am-Kokultur zeigten sich im Vergleich zur MSChc/34nc-Kokultur 48 signifikant
Uberreprésentierte Proteine, wahrend in der aleukdmischen Kokultur 9 Proteine signifikant

differenziell exprimiert wurden. Von den 48 signifikanten Proteinen in der Kokultur MSCam./34amL
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wiesen 26 Proteine (54%) einen bekannten Bezug zur EZM auf (fettgedruckt), bei der Kokultur
MSChc/34nc waren es 3.

3.2.6 In der leukamischen Kokultur durchgehend iiberreprasentierte

Proteine

Von den 48 Proteinen, die in der MSCaw/34amL im Vergleich zur MSChc/34nc signifikant
waren, waren 27 bereits in der MSCaw/34amL im vorangegangenen Vergleich mit der
MSChc/34am signifikant erhdht gewesen (Abb. 21).

MSCAML'34AML T VS. MSCM-34AM|_ MSCAML'34AML T VS. MSCM-34M common Proteins MSCAMLI34AML T
vs. MSChc/34hc und vs. MSChc/34aML

ACTB HNRNPD P4HB
ACTC1 ITGAS PDIA3
ACTG1 ITGB1 PPIB

CAP1 LDHA RPL15
CAVIN1 LOXL2 RPL7
COL3A1 MSN RPS6
COL4A2 MYO1C SERPINH1
ESYT1 NPM1 SND1
HNRNPA2B1 |P4HA1 VCAN

Abb. 21 - Venn Diagramm der signifikant Uberreprasentierten Proteine in der Kokultur
MSCam/34am im Vergleich mit den beiden Kokulturen MSCh¢/34n. und MSCho/34amL

Im Vergleich mit der MSCnc/34am. waren in der MSCaw/34am. 47 Proteine signifikant
Uberreprésentiert und 27 weitere, die auch im Vergleich zur MSChnc/34nc signifikant waren.
Darlber hinaus waren 21 Proteine nur in der MSCam./34amL im Vergleich zur MSChc/34hc, nicht
aber im Vergleich zur MSCh./34am. signifikant. Die 27 gemeinsamen Proteine sind in der

rechtsstehenden Tabelle zu finden.

Daruiber hinaus zeigten sich in der MSCam./34amL im Vergleich zur MSChc/34n: und zur
MSCh/34am.  drei  Proteine unterreprasentiert bzw. in der Vergleichskultur
Uberreprasentiert: EvC ciliary complex subunit 2, Fibulin-2, high mobility group box 3.
Die insgesamt 30 mehrfach Uberreprasentierten Proteine wurden in einer umfassenden
Literaturrecherche mittels MatrisomeDB und GeneOntology analysiert und nach
Funktionalitat und Wirkmechanismen Gruppen zugeordnet [68, 69]. Hierbei lieBen sich

die Proteine in Gruppen einteilen, die in Abb. 22 dargestellt werden.
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Funktion oder Zugehbrigkeit zu zellularen Netzwerken

Proteine mit Verbindungen zur extrazellularen Matrix Andere Funktionen

]
o 2
g 3 fs 3
2 H] 58 g
H g 5¢ £53
Regulation Protein Proteinname Gen = @ SC cag
P60709 actin beta ACTB
P68032 actin alpha cardiac muscle 1 AcTC1
P63261 actingamma 1 ACTGL
Q01518 cyclase assoclated actin cytoskeleton regulatory protein CaP1
Q6NZI2  caveolae associated protein 1 caving
P02461  collagen type llalpha 1 chain cotsal Core matrisome - Collagens
P08572  collagen type IV alpha 2 chain cotanz Core matrisome - Collagens
Q9BSJ8  extended synaptotagmin 1 EsvT1
P22626 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 HNRNPA2B1
Q14103 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D HNRNPD.
P08648 integrin subunit alpha 5 ITGAS
PO5556  integrin subunit beta 1 meB1
Honerin P00338  lactate dehydrogenase A L0HA ) _
MSCAML.g4aML  QOYAKO  Iysyloxidase like 2 Loz Matrisome-associated - ECM Regulators
P26038 moesin MSN
000159 myosin IC mvo1c
P06748 nucleophosmin 1 NPM1
P13674 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 1 PaHAL Matrisome-associated - ECM Regulators
P07237 prolyl 4-hydroxylase subunit beta PaHB
P30101  protein disulfide isomerase family A member 3 PoIA3
P23284  peplidylprolyl isomerase B Pris
P61313 ribosomal protein L15 RPL1S
P18124 ribosomal protein L7 RPL7
P62753 ribosomal protein S6 RPSE.
P50454 serpin family H member 1 SERPINH1 Matrisome-associated - ECM Regulators
Q7KZF4  staphylococcal nuclease and tudor domain containing 1 sND1
P13611 versican VCAN Core matrisome - Proteoglycans
Hoher in Q86UK5  EVC ciliary complex subunit 2 evc2
MSChc-34hc und P98095 fibulin 2 FBLN2 Core matrisome - ECM Glycoproteins
MSChc-34AML 015347 high mobility group box 3 HMGB3

Abb. 22 - Netzwerkzugehorigkeit der signifikant liberrepréasentierten Proteine in der
Kokultur MSCawi/34am. im Vergleich mit den beiden Kokulturen MSChc/34n: und
MSCho/34amL

In diesem Vergleich zeigten sich 30 differenziell exprimierte Proteine. 27 davon waren in der
MSCam/34am.  im  Vergleich mit den beiden Kokulturen MSCho/34n: und MSChe/34amL
Uberreprasentiert, die weiteren 3 in den Vergleichskulturen Uberrepréasentiert. Die Proteine

wurden wie zuvor mit der MatrisomeDB und den entsprechenden GO Gruppen abgeglichen.

Die hier gebildete Schnittmenge der Proteine, die durchgehend in der ,volimalignen®
Kokultur gegentber den anderen Bedingungen Uberreprésentiert waren, weist einen
deutlichen Bezug zur Matrix auf und zeigt ein Set von Proteinen, die vom Anfang der

Leukdmogenese bis zur Vollauspragung relevante Funktionen erfiillen kénnten.

3.3 Gruppierung der signifikant iiberexprimierten Proteine
nach Zugehorigkeit zu einem der drei Hauptsysteme der
extrazellularen Matrix

Zur weiteren Charakterisierung der Proteine, die in der leukdmischen MSCam/34auL im
Vergleich zur MSChc/34au. und im Vergleich zur MSChic/34n. Uberreprasentiert waren,
wurden diese auf Zugehdrigkeit zu einem der drei Hauptsysteme der EZM Uberpruft:
dem Kollagen-, dem Elastin- und dem Hyaluronsaure-Netzwerk. Diese Netzwerke
werden in 4.2.3 ausfuhrlich beschrieben. Hierzu wurden die Proteine mit der UniProt-
Datenbank abgeglichen [70]. Die Proteine, die eine Zugehorigkeit zu oder Interaktion mit

mindestens einem der Netzwerke zeigten, sind in der folgenden Abb. 23 aufgelistet.
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Uberreprasentierte in MSCamL/34amL vs.
MSChc/34amML oder MSChc/34hc

Proteine Netzwerkzugehorigkeit nach Uniprot

Kollagen Elastin Hyaluronséure
COL3A1 = =
COL4A1 =
COL4A2 u
EFEMP2 u
EMILIN1
HTRA1
ITGAS
ITGB1
LOXL2
P4HA1
P4HB
PLOD2
SERPINH1
VCAN [ n

Abb. 23 - Zuordnung von signifikant tGberrepréasentierten Proteinen in der MSCam./34amL
zum Elastin-, Hyaluronsaure- oder Kollagennetzwerk

Die hier aufgeflihrten 14 Proteine waren im Vergleich der MSCam/34am. mit der MSChc/34nc oder
mit der MSCam/34amL signifikant Uberreprasentiert und wiesen eine direkte Zugehérigkeit oder
Interaktion mit einem der drei wichtigsten Systeme der EZM auf. Datenbankrecherche mittels
UniProt [70].

In dieser Zuordnung zeigte sich, dass die detektierten Proteine vor allem zum Kollagen-
und Elastin-Netzwerk zugehdérig waren. Aufféllig ist, dass vor allem Proteine, die eine
Quervernetzung dieser beiden Strukturen vermitteln (LOXL2, P4HA1, P4HB, PLOD2)
und Adapterproteine, die eine weitere Stabilisierung dieser Netzwerke bewirken, wie
EFEMP2 und EMILIN1, beteiligt sind. Kollagen Typ Ill (COL3A1) weist eine direkte
Verbindung zum Elastin-Netzwerk auf, wahrend Kollagen Typ IV (u.a. COL4A1,

COL4A2) in der Basalmembran vorkommt und dort u.a. mit Laminin interagiert.
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4 Diskussion

Aus den in dieser Arbeit erhobenen Daten lassen sich vielversprechende Ruckschlisse
auf die wahrend der Entwicklung einer AML stattfindenden Veradnderungen in der
Knochenmarksnische ziehen. Im Folgenden sollen so die unter 1.6 formulierten

Fragestellungen beantwortet werden.

Auf funktioneller Ebene soll analysiert werden, wie leukdmische und nicht leukdmische
MSCs die physiologische Hamatopoese beeinflussen. In der nachfolgenden
Matrisomanalyse soll den Kernfragen nachgegangen werden, welche Zellart maBgeblich
fir Synthese der EZM verantwortlich ist und wie die detektierten Verédnderungen der
EZM die physiologische Hamatopoese und die Leukdmogenese beeinflussen.
AuBerdem wird erértert, inwiefern MSCs in Monokultur Faktoren der EZM produzieren
kénnen oder ob sie fur eine adaquate Proteinexpression auf den Stimulus der HSPCs
angewiesen sind. Zum Abschluss sollen die Proteine der EZM, die in den Analysen als
differenziell reprasentiert identifiziert wurden im Hinblick auf ihre klinische und
wissenschaftliche Bedeutsamkeit im Rahmen der AML, sowie deren Funktionsweisen

sowie Netzwerkzugehdrigkeiten diskutiert werden.

4.1 Einfluss der Interaktion zwischen MSC und HSPC auf das
Differenzierungspotential der HSPC

Aus den HSPCs der Kokulturexperimente wurden die in 3.1 beschriebenen Colony-
Forming-Unit-Assays (CFUs) durchgefihrt. Hier zeigte sich, dass die monokultivierten
HSPCs (34 Mono) sich in allen Vergleichen am besten ausdifferenzierten (Abb. 10).
Leukédmische HSPCs waren in Mono- und Kokulturen nur wenig bis Gberhaupt nicht
fahig, sich zu ausdifferenzierten Zellen zu entwickeln. AuBerdem bildeten die 34, Mono
wesentlich mehr Kolonien als hdmatologisch gesunde HSPCs in Kokulturen jeglicher Art.
Sobald 34n. mit MSCawL kokultiviert wurden, bildeten sie ebenfalls signifikant weniger
ausdifferenzierte Zellen als die monokultivierten Vergleichszellen. Die MSCaw waren
demnach nicht in der Lage, die 34n: so gut zu unterstiitzen wie die MSCy.. Dies erklart
auf funktioneller Ebene die hdmatopoetische Insuffizienz bei der AML. Sowohl MSC als
auch HSPC aus der AML sind funktionell so beeintrachtigt, dass sie nicht in der Lage
sind, die physiologischen Differenzierungswege zu nutzen, auch nicht durch

Kokultivierung mit hAmatologisch gesunden Zellen der jeweils anderen Art.

Zur Interpretation dieser Ergebnisse gibt es verschiedene Ansatzpunkte. Dass
hamatologisch gesunde, monokultivierte Zellen besser ausdifferenzieren, kann daran

liegen, dass sowohl leukamische HSPCs als auch hamatologisch gesunde HSPCs in
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der Kokultur gut an MSCs adhérieren und somit nur noch schlechter entwicklungsféhige
HSPCs im Uberstand verbleiben. In der Monokultur sind alle, d.h. auch die besser

entwicklungsféhigen, HSPCs im Uberstand vorhanden.

Eine weitere Erklarung ist, dass das Methylcellulosegel, in dem die HSPCs fir zwei
Wochen kultiviert werden, eine fiir die Ausdifferenzierung optimal abgestimmte Menge
an Wachstumsfaktoren und Zytokinen beinhaltet. In der Monokultur nutzen die Zellen
diese Faktoren, um sich bestmdglich auszudifferenzieren. Dahingegen haben die
HSPCs in oder nach der Kokultur noch einen zusétzlichen Einfluss der MSCs, der auf
sie wirkt bzw. gewirkt hat. Diese konnen ihrerseits durch Ausschittung von
beeinflussenden Faktoren und Molekilen die Ausdifferenzierung regulieren. Sie geben
der HSPC sowohl Signale, die sie ausdifferenzieren lassen, als auch Signale, die sie
zum Verbleib als Stammzelle anregen. In Summe ist es plausibel, dass die
monokultivierte HSPC sich starker ausdifferenziert, da sie lediglich zur Differenzierung
angeregt wird und nicht wie die kokultiviete HSPC reguliert, also auch in der

Differenzierung gehemmt, wird.

Dass die h&dmatologisch gesunden Kokulturen mehr Kolonien hervorbringen als die
kranken, mag daran liegen, dass die Kultursuspension auf das Wachstum
hamatologisch gesunder Zellen abgestimmt ist. Obwohl ein Tumor hochproliferativ und
replikativ ist (Abb. 6) verwendet er hierflir nicht die klassischen Signalkaskaden Uber
physiologische Wachstumsfaktoren, sondern moduliert die unmittelbare Umgebung, um

einen Wachstumsvorteil zu erlagen.

Insgesamt lasst sich in diesem Versuch beobachten, dass es in den Anséatzen mit einer
Beteiligung von leukdmischen MSC und/ oder HSPC zu einer verringerten
Ausdifferenzierung kommt. Gesunde MSC sind nicht in der Lage, die beeintrachtigte
Ausdifferenzierung leukamischer Zellen suffizient zu unterstitzen, was die Symptomatik
von Patientinnen und Patienten mit AML erklart, bei denen aufgrund von mangelnder
Blutbildung eine Anamie, Neutropenie und Thrombozytopenie auftreten kann (s. 1.1.4).
Andererseits kdbnnen gesunde h&matopoetische Vorlauferzellen die physiologischen
Differenzierungswege nicht mehr nutzen, sobald sie mit dem leukdmischen Milieu in
Form von leukédmischen MSC in Kontakt treten. Nach der funktionellen Analyse dieser
Ausgangssituation sollte im folgenden Schritt in der Massenspektrometrie untersucht
werden, inwiefern in leukdmischen Kokulturen Proteine exprimiert werden, die die EZM

und die Hamatopoese beeinflussen.
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4.2 Massenspektrometrische Analyse des Matrisoms

Die massenspektrometrischen Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal
anhand eines ex-vivo-Modells von aus dem Knochenmark gewonnenen humanen HSC
und MSC, welchen Veradnderungen die extrazelluldare Matrix im Verlauf der
Leukdmogenese der AML unterworfen ist. Neben der Betrachtung der Monokulturen
liegt der Fokus dabei insbesondere auf der durch die Interaktion der beiden Zellarten
entstehenden EZM-Verénderungen. Die Betrachtung der in diesem Zusammenhang
differenziell regulierten einzelnen Proteine, ihrer Interaktionen und der beteiligten EZM-
Netzwerke kann dazu beitragen, die zugrundeliegenden Prinzipien der Leuk&dmogenese
besser zu verstehen und neue Zielstrukturen flur eine pharmakologische Therapie zu
identifizieren. Dieses Kapitel ordnet die Ergebnisse vor dem Hintergrund ihrer

wissenschaftlichen und klinischen Relevanz ein und bietet Schlussfolgerungen an.

Unter den signifikanten Proteinen, die in der MSCaw./34am.  Uberreprasentiert waren,
finden sich nicht nur ,klassische“ Proteine der EZM oder des Zytoskeletts wie z.B.
COL3A1 oder ACTB, sondern auch Proteine mit bekanntem Einfluss auf nukleéare
Prozesse wie ribosomale Proteine RPL7, -15, oder das Zellkernprotein HNRNPD [70].
Hierfur gibt es mehrere Erkldrungsansatze. Einerseits ist anzunehmen, dass im
verwendeten Zellkulturmodell durch die Zelllyse immer ein gewisser Anteil an
intrazellularen Proteinen in der Zellsuspension enthalten ist. DarlGber hinaus ist denkbar,
dass extrazellulare Proteine auch die Expression von onkogenen, intrazellularen
Proteinen stimulieren. Allen voran ist jedoch zu bedenken, dass bei einer sich stetig
entwickelnden Zellforschung neue Funktionen und Wirkweisen jederzeit entdeckt
werden kénnen und somit vormals als ,nuklear gewertete Proteine auch extrazellulare
Funktionen erflllen und auch dort exprimiert oder durch extrazellulare Vesikel (s. 1.3.3)

in den Extrazellularraum transportiert werden kénnen.

4.2.1 Einflussfaktoren auf Veranderungen im Matrisom

Insgesamt zeigte sich, dass in der leukédmischen Kokultur MSCaw./34au. mehr Proteine
signifikant oder hoch signifikant Uberreprésentiert waren als in verschiedenen
Vergleichskulturen. Dies ist vereinbar mit der hohen proliferativen Aktivitat der
leukdmischen Zellen und mit einer aktiven Remodellierung ihrer Umgebung, die hier
besonders im Zusammenspiel mit den supportiven MSC zu beobachten war. Da die
MSC eine Hauptquelle fur der Proteine der EZM darstellt, ist am ehesten von einer
Verstarkung der Proteinexpression der MSC durch die leukdmische HSPC auszugehen.
Diese Annahme wird von den Analysen der monokultivierten MSC (amL/ ne) gestiitzt, da

auch die transformierten MSC unter Abwesenheit der HSPC im Vergleich nur wenige
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Proteine mehr als die gesunde MSC-Monokultur exprimierten (vgl. 3.2.1). In den
Vergleichen der Kokulturen im Rahmen des ex-vivo-Modells des leukdmischen
Transformationsprozesses zeigten sich hingegen mehr Unterschiede in der
Proteinexpression, d.h. mehr signifikant Gberreprasentierte Proteine in der jeweils
.maligneren“ Kokultur (vgl. 3.2.3-3.2.5). Die starksten Veranderungen zeigte die

leukdmische Kokultur MSCawm-34awmL in Vergleich mit den anderen Kokulturen (3.2.5).

Im Vergleich aller signifikant differentiell regulierten Proteine zeigten sich einige gleich in
mehreren Kokulturvergleichen Uberreprasentiert. In den Vergleichen zwischen der
MSCawu/34au. mit der MSCho/34n. sowie der MSChc/34av. Waren es insgesamt 27
Proteine, die in beiden Vergleichen von der leuk&dmischen Kultur Uberreprasentiert
wurden und 3 Proteine, die in beiden Vergleichen unterreprasentiert vorlagen (Abb. 21).
Die 30 Proteine wurden, wie in 2.3.1 beschrieben, anhand der Datenbanken
MatrisomeDB und GeneOntology in vorab definierte Gruppen mit Bezug zum Matrisom
eingeteilt. Hierbei fiel auf, dass Proteine mit Zugehoérigkeit zu diesen Gruppen besonders
in den Kokulturvergleichen differenziell exprimiert wurden. In den Vergleichen der
monokultivierten Zellen miteinander waren wenige bis keine Proteine mit
Gruppenzugehdrigkeit zu finden, wahrend im Vergleich der MSC/34au. mit der
MSCam/34am. 57% der in der MSCam/34avw. Uberreprasentierten Proteine die

Zugehorigkeit zu mindestens einer der EZM-assoziierten Gruppen zeigte (vgl. Abb. 18).

Somit Iasst sich als Kernaussage aus den vorliegenden Ergebnissen schlieBen, dass im
Rahmen der AML besonders die Zell-Zell-Interaktion zwischen transformierten HSPCs
und MSCs — und nicht nur die Funktionen einzelner Zellen fiir sich — ein stabiles

Matrixmilieu schaffen und so das Matrisom aktiv verandert wird.

Grundsatzlich sind bei experimentellen Versuchen Limitationen zu beachten. Diese
beinhalten z.B. die artifizielle Umgebung bei in-vitro-, bzw. ex-vivo-Experimenten, die
immer nur bedingt auf die in-vivo-Situation Ubertragbar sind. In der Zellkultur sind weitere
physiologische Zellarten und somit Interaktionsmechanismen exkludiert, die Zellen
erleben keine physiologische, dreidimensionale Struktur, sondern werden nur
zweidimensional mit artifiziellen Medien angezichtet. DarlUber hinaus werden
Zellkulturexperimente zumeist nur Uber einen kurzen Zeitraum durchgefiihrt, womit

langerfristige Effekte zwischen den Zellarten nicht analysiert werden kénnen.

AuBerdem werden in Zellkulturexperimenten nur vorbestimmte Anzahlen an
Wiederholungen durchgefiihrt, wodurch ein Stichprobenbias entstehen kann, bei dem

eine Stichprobe abweichende oder verzerrte Ergebnisse liefern kann. Insbesondere bei
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einer derart heterogenen Erkrankung wie der AML kdnnen daher interindividuelle

Unterschiede die Detektion statistisch signifikanter Unterschiede erschweren.

4.2.2 Charakterisierung der im Vergleich zu anderen Kokulturen in der

MSCam/34amL liberreprasentierten Proteine
4.2.2.1 Charakterisierung der Proteine mittels StringDB

Um die in der Massenspektrometrie gefundenen Proteine in Hinblick auf ihre klinische
und wissenschaftliche Relevanz zZu untersuchen sowie potentielle
Netzwerkzugehdrigkeiten oder Verbindungen unter ihnen aufzudecken, wurde eine
umfassende Literatur- und Datenbankrecherche durchgefuhrt, u. a. mit der
MatrisomeDB, GeneOntology und der String Database [68, 69, 71]. Mittels StringDB
wurden die detektierten Proteine, die in Kokulturvergleichen in der MSCamc-34amL
Uberreprasentiert waren, auf in Datenbanken bekannte Verbindungen abgeglichen. Hier
zeigte sich ein Netz aus diversen Interaktions- und Verbindungspunkten zwischen den
entdeckten Proteinen (Abb. 24, Abb. 25), welches auf gemeinsame funktionelle
Netzwerke hinweist. So zeigten sich besondere Interaktionen zwischen diversen
extrazellularen Matrixproteinen untereinander sowie auch mit ribosomalen Proteinen
und nukledren Proteinen, die im Zellkern Einfluss auf Zellproliferation und damit
Tumorwachstum nehmen. Die Detektion von intrazelluldren Proteinen kann, wie in 4.2
beschrieben, einerseits darauf zurlckzufihren sein, dass die verwendete Methode
intrazelluléare Proteine nicht vollstandig entfernt hat. Andererseits ist es mdglich, dass die
als intrazellular beschriebenen Proteine bisher unbekannte Funktionen in der EZM,
entweder als sezernierte Proteine oder als Bestandteile von extrazellularen Vesikeln,
haben (s. 1.3.3). Die funktionellen Verbindungen wurden besonders in Hinblick darauf,
ob es Ubergeordnete Netzwerke gibt, in den Datenbanken von MatrisomeDB und

GeneOntology analysiert und werden in 4.2.2.2 beschrieben.
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Abb. 24 - Interaktionen zwischen signifikant dysregulierten Proteinen in der MSCam./34amL
im Vergleich zur MSChc/34amL

Die in der Kokultur MSCam/34amL im Vergleich zur MSCnc/34amL signifikant Uberreprésentierten
Proteine zeigten in der StringDB-Recherche diverse Verbindungen und Interaktionen. In rot
dargestellt sind extrazellulare Matrixproteine, in hellgriin ribosomale Proteine und in blau
Proteine, die auf den Zellkern wirken. Verbindungen entstehen u.a. durch in Datenbanken
nachgewiesenes gemeinsames Auftreten, Koexpression, Interaktion, Genfusion. Abbildung

erstellt mit String Database [71].
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Abb. 25 - Interaktionen zwischen signifikant dysregulierten Proteinen in der MSCam./34amL
im Vergleich zur MSCp¢/34nc

In der MSCam/34amL zeigten sich im Vergleich zur MSCh/34nc bei den signifikanten Proteinen
diverse Interaktionen. In rot dargestellt sind Proteine der extrazelluldren Matrix, in blau ribosomale
Proteine und in hellgriin Proteine mit Funktionen im Zellkern. Verbindungen entstehen durch

nachgewiesene Interaktion in Datenbanken. Abbildung erstellt mit String Database [71].

Durch Analyse mittels StringDB konnte dargestellt werden, dass zwischen den
detektierten Proteinen strukturelle und funktionelle Netzwerke bestehen. Extrazellulare
Matrixproteine interagierten nicht nur miteinander, sondern auch mit Proteinen, die
bisher als intrazellulare Proteine beschrieben sind. Eine weiterfihrende Analyse erfolgte

mittels MatrisomeDB und GeneOntology.
4.2.2.2 Charakterisierung der Proteine anhand der Zugehorigkeit zu
Netzwerken der EZM mittels MatrisomeDB und GeneOntology

Viele der in der MSCam/34am-Kokultur im Vergleich zu anderen Bedingungen
differenziell regulierten Proteine lassen sich definierten Netzwerken und

Funktionsgruppen mit Bezug zum Matrisom zuweisen (s. u.a, Abb. 20).
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Die Datenbank MatrisomeDB [68] teilt die zum Matrisom gehdrigen Proteine in Core
Matrisome (Kollagene, ECM-Glykoproteine, Proteoglykane) und Matrisome-affiliated

Proteine (ECM-assoziierte Proteine, ECM-Regulatoren, sezernierte Faktoren) ein.

Eine funktionelle Einteilung kann nach GeneOntology (GO)-Gruppen [69] erfolgen (s.
auch 2.3.1). Diese beinhalten einerseits Proteine der Zell-Matrix-Verbindungen wie die
GO-Gruppen Proteine der Zelladhdsion und der Zellverbindungsorganisation
(GO:0007155), Proteine der Bildung von Membranrafts (GO:0045121) und Proteine der
Organisation des Zytoskeletts (GO:0007010). Eine weitere Gruppierung betrifft die
Struktur und Organisation der EZM selbst: Proteine der EZM-Organisation
(GO:0030198) und Proteine der supramolekularen Faserorganisation (GO:0097435).

Eine Untergruppe der Proteine der supramolekularen Faserorganisation stellen die
Proteine der Assemblierung elastischer Fasern (GO Gruppe GO:0048251) dar. Eine
GeneOntology Enrichment Analyse fur die signifikanten Proteine aus dem Vergleich der
MSChc/34am. und der MSCam/34am. ergab flr diese Gruppe eine Uber 77-fache
Anreicherung (false discovery rate 2,01E-03). Daher soll im Folgenden zuerst auf die
Bedeutung dieses, im hdmatoonkologischen Kontext — speziell im Rahmen der AML —

nur unzureichend beschriebenen, Netzwerkes eingegangen werden.

Das Elastin-Netzwerk besitzt vielfaltige Verknipfungen zu zwei anderen wichtigen
Netzwerken der EZM: dem Kollagen- und dem Hyaluronsaure-Netzwerk. In einer sich
anschlieBenden Literaturrecherche konnten zusatzlich zu den in der GO-Gruppe
LAssemblierung elastischer Fasern“ eingeschlossenen Proteinen weitere Proteine
identifiziert werden, die in den verschiedenen Kokulturen signifikant Uberreprasentiert
waren und als klinisch relevante Matrixproteine (s. 3.2.6) eine Zugehdrigkeit zum Elastin-
Netzwerk zeigten. Die relevantesten, in der Kokultur MSCam/34au. Uberreprasentierten
Proteine des Elastin-Netzwerks werden in Abb. 26 dargestellt und mit einem

Aufwartspfeil markiert.

4.2.3 Funktion und Effekte des Elastin-Netzwerks in der extrazellularen

Matrix

Das Elastin-Netzwerk ist ein integraler Bestandteil der EZM und wichtig flr die Struktur,
Elastizitat und Resilienz multipler Gewebe und Organe des menschlichen Kérpers. Die
EZM des Knochenmarks besteht groBtenteils aus Kollagenen und Elastin sowie weiteren
nicht-kollagen-haltigen Matrixproteinen wie Fibronektin, Laminin und Vitronectin [72].
Bisherige, das Elastin-System betreffende, Forschungsarbeiten widmeten sich meist

kardiovaskularen Themengebieten. Elastin bzw. Teile des Elastin-Netzwerks sind von
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Bedeutung als Bestandteile in GefaBen, der Lunge, Haut und Knorpel und werden nach
aktuellem Wissensstand beim Erwachsenen nicht repliziert. Lediglich im Uterus ist in
adultem Gewebe noch eine Neusynthese von Elastin bekannt [73]. Nichtsdestotrotz
konnten Elastin, sein Vorlaufermolekil Tropoelastin und deren Abbauprodukte als
Signalmolekile identifiziert werden, die eine Rolle in der Zellmitogenese und -migration
spielen [74]. Insbesondere Tropoelastin zeigte in Zellkulturmodellen mit MSCs deutliche
die Zellproliferation steigernde Effekte, die die Potenz anderer Wachstumsfaktoren und
Matrixmolekule Ubersteigen kann [75]. Zudem schreibt die aktuelle Forschung Elastin
eine Schllsselrolle in der Entwicklung und Progression von kolorektalen Karzinomen

[76] sowie Osteosarkomen [77] zu.

Die zellularen Effekte des Elastin-Netzwerks werden auf verschiedene Mechanismen
zurlickgefihrt. So alteriert eine veranderte Zusammensetzung des Elastingehalts die
Elastizitat der EZM, welche unmittelbar mechanische Auswirkungen auf die Zellen hat.
Im Knochenmark zeigte sich bei einem hohen Elastingehalt ein verstarktes Wachstum
von Stammzellen und MSCs [78]. Bei der Zellalterung oder im Tumormilieu wird Elastin
zu Peptiden abgebaut (sog. elastin derived peptides), die Uber den Elastin-
Rezeptorkomplex verschiedene zellbiologische Funktionen wie Tumorwachstum durch
die Steigerung von Zellproliferation oder Invasion, Uberleben und Angiogenese des
Tumors vermitteln [79]. AuBerdem beherbergt das Elastin-Netzwerk eine Vielfalt an
Zytokinen und Proteinen wie Fibrillin-Subtypen, EMILIN, Fibronektin, Proteoglykanen
und latent TGF-B-bindenden Proteinen (LTBP), die wiederum mit der EZM interagieren
und einen Einfluss auf die Zellmorphologie und das funktionelle Zellverhalten haben [80].
Das Proteoglykan Versican spielt zudem eine verbindende Rolle zwischen dem Elastin-
und dem Hyaluronsdurenetzwerk und wird in 4.2.4.2 ausfihrlicher besprochen. Eine
Funktion, die zunehmende Bedeutung gewinnt, ist die Regulation der Steifheit des

Gewebes, die Auswirkungen auf die Tumorprogression haben kann (s. 4.2.3.2).

Die Effekte des Elastin-Netzwerks kdnnen somit ein Milieu schaffen, welches Tumoren
und damit auch die in dieser Arbeit beschriebene AML unterstitzt. Dazu gehort unter
anderem die Proliferation, die Ausschittung von Wachstumsfaktoren und die unmittelbar
biologischen und mechanischen Einflisse auf Zellen. Schon jetzt sind Elastin und
Elastin-Abbauprodukte Angriffspunkte in der Erforschung neuer Medikamente gegen
Tumoren [81]. Bisher ist das Elastin-Netzwerk in hdmatoonkologischen Erkrankungen

noch nicht beschrieben und bedarf daher dringend weiterer Forschungsanstrengungen.
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4.2.3.1 Interaktionen des Elastin-Netzwerks mit dem Hyaluronsaure-

Netzwerk

Eine weitere grundlegende Komponente der EZM ist die Hyaluronséure (HA), welche
der Klasse der Glykosaminoglykane angehért. Analog zum Elastin bildet HA
extrazellulare Netzwerke mit Proteinen und interagiert mit Rezeptoren wie CD44,
RHAMM, LYVE1, TLR2/4 und HARE (Stabilin-2). Diese Netzwerke kénnen von
Tumorzellen verwendet und zur Unterstlitzung der Tumorprogression verwendet werden
[82]. Somit wird HA eine groBe Rolle in der Entwicklung und der Progression von
Tumoren zugeschrieben. Insbesondere die von Hanahan und Weinberg
zusammengefassten tumorférdernden Eigenschaften (s. Abb. 6) werden zum groBen
Teil vom HA-Metabolismus beeinflusst [83]. Durch seine Polysaccharidstruktur ist die
Synthese von HA und damit ihr tumorférdernder Effekt stark abhéngig vom
Zellmetabolismus und der Interaktion mit der EZM [84, 85].

HA wird von Hyaluronidasen (HYAL1-3) gespalten, wodurch pro-proliferative,
inflammatorische, angiogene und immunmodulatorische HA-Fragmente hervorgebracht
werden. Die aktuelle Forschung hat zudem mit dem cell migration-inducing and
hyaluronan-binding protein (CEMIP) ein neues HA-spaltendes Protein entdeckt, welches
besonders im Kontext der Tumorprogression fur Aufmerksamkeit gesorgt hat [86-88]. Es
spaltet die HA in niedermolekulare Fragmente, welche dann Uber CD44 und TLR2/4
Downstream-Kaskaden aktivieren kdnnen. Fragmentierte HA aktiviert in Form von
Oligomeren die Elastinsynthese und macht somit CEMIP zu einem weiteren Regulator
der EZM [89, 90]. CEMIP ist in den vergangenen Jahren zunehmend als Onkogen in
Erscheinung getreten und wurde bereits in einer Vielzahl von Entitdten beschrieben. So
reguliert es klassische Eigenschaften eines Tumors wie Proliferation, Apoptose, Invasion
und Metastasierung Uber diverse Signalwege wie die epithelial-mesenchymale
Transition, Wnt-p-Catenin, MEK/ERK oder PI3k/Akt [86, 91]. In den vorliegenden
Versuchen war CEMIP nicht signifikant erhéht nachweisbar, in einigen Kulturvergleichen
zeigte sich jedoch eine eindeutige Tendenz zu einer erhéhten Abundanz in den malignen
Kokulturen (MSCaw. Mono > MSCr: Mono, p-Wert 0,097; MSCam/34am. > MSChnc/34amL,
p-Wert 0,054). Die durch HA-Fragmente ausgetbten tumorsupportiven Effekte kénnten
also auch im Verlauf einer AML eine Rolle spielen. Dies bedarf allerdings weiterer

experimenteller Bestatigung.

HA hat auch einen bedeutenden Einfluss auf das hamatopoetische System und
Mikromilieu. So reguliert es Interaktionen zwischen MSCs, Osteoblasten, Fibroblasten,

Makrophagen und Endothelzellen im Knochenmark [92]. Viele dieser Effekte werden
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durch den HA-Rezeptor CD44 reguliert, der von Zellen des hdmatopoetischen Systems
vermehrt exprimiert wird [93]. Es wurden erhéhte HA-Konzentrationen im Knochenmark
und im Serum [94] von AML-Patientinnen und Patienten gefunden. Weiterhin reguliert
CD44 in AML-Blasten verschiedene Differenzierungsprozesse [95]. Darliber hinaus ist

noch wenig Uber HA und CD44 im Zusammenhang mit der AML bekannt.

Bisher konnten einige Verbindungspunkte zwischen der HA und dem Elastin-Netzwerk
identifiziert werden. So fungiert das Proteoglykan Versican als Verbindung und
Regulator zwischen HA-Ketten und Fibrillin-1, welches als Teil des Elastin-Netzwerks an
der Struktur der EZM beteiligt ist [96]. Da das Protein ein wichtiger Bestandteil dieser
Arbeit ist, werden die Funktionen von Versican in 4.2.4.2 gesondert und ausfuhrlicher

beschrieben.

Eine weitere Verbindung der HA mit dem Elastin-Netzwerk ist deren direkte Interaktion.
HA-Fragmente konnen direkt die Elastinsynthese stimulieren. In glatten Muskelzellen
zeigte sich, dass HA- und TGF-B1-Oligomere synergistisch die Kollagen- sowie
Elastinsynthese und die Quervernetzung durch Hochregulierung von Lysyl-Oxidasen
und Desmosin steigern kénnen [97]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante
Uberreprasentation der lysyl oxidase homolog 2 (LOXL2) in leukédmischen Kokulturen

entdeckt. Diese Beobachtung wird in 4.2.4.3 detaillierter besprochen.

Obwohl das Elastin-Netzwerk bereits in Grundzigen hinsichtlich der Wirkweise im
onkologischen Milieu untersucht ist und die HA als wichtiger Baustein der Tumor-EZM
identifiziert wurde, ist zu beiden Systemen in der Hdmatoonkologie, insbesondere bei
der AML, noch wenig bekannt. Beide Systeme zeigen wichtige Verbindungspunkte und
Interaktionsmechanismen untereinander und liefern starke Hinweise, auch hier eine
wichtige Rolle in Ausbruch, Progression und Uberleben des Tumors zu spielen. Auch
das dritte essenzielle System der EZM, das Kollagen-Netzwerk, welches ebenfalls hoch
relevant fur die Funktion und Stabilisierung der Matrix ist, interagiert mit dem Elastin-

Netzwerk.

4.2.3.2 Interaktionen des Elastin-Netzwerks mit dem Kollagen-Netzwerk
und Steifheit der Matrix

Wie anfénglich schon besprochen, stellt die Steifheit der Matrix ein neues,
vielversprechendes Gebiet der Matrixforschung dar. Hier spielt die Interaktion zwischen
dem Elastin- und dem Kollagen-Netzwerk eine groBe Rolle, da sie neben zelluldren
Bestandteilen und der HA die wesentlichen Bausteine flr eine dichte EZM und somit die
Widerstandsféahigkeit bzw. Steifheit sind. Die Steifheit der Matrix wurde 2022 als
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potenzielles therapeutisches Ziel und in Referenz auf Hanahan und Weinberg (s. 1.4)

als neue hallmark of cancer vorgeschlagen [98].

Forschungsergebnisse der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass die Steifheit der
Matrix mechanische Auswirkungen auf Stromazellen, préamaligne und maligne
transformierte Zellen sowie diverse Signalkaskaden wie die epithelial-mesenchymale
Transition, die Zellmigration und -invasion hat [99, 100]. So wird die Fibrosierung des
Tumors unterstltzt, eine fur den Tumor progressiv wirkende Hypoxie geschaffen und die
Zellaktivitdt hoch gehalten [101]. In einer Arbeit von 2016 wurde in einem in-vitro-
Experiment gezeigt, dass in myeloischen Leukdmien die Steifheit der Matrix die
Zellproliferation, das Wachstum und die Sensibilitdt auf Chemotherapeutika beeinflusst
und der spezifische Effekt vom Subtyp der Leukédmie abhéangig ist [55]. Es ist
naheliegend, dass die physikalischen Eigenschaften der Knochenmarksnische relevant
fir die Entstehung und Progression der AML, insbesondere aber auch fir das
Therapieansprechen sind. Daher mulssen diese Eigenschaften bei der Entwicklung
neuer Therapien dringend bertcksichtigt werden, um mogliche Resistenzmechanismen,

die durch die Steifheit geférdert werden, zu umgehen.

Als wichtigste regulatorische Proteine der EZM wurden in diesem Zusammenhang
Kollagene und Elastin beschrieben. Eine Erhéhung der Dichte und eine gesteigerte
Quervernetzung von Kollagen und Elastin scheinen dabei die wichtigsten Determinanten
der Matrix-Steifheit darzustellen [102]. Als regulatorische Enzyme insbesondere dieser
Quervernetzung wurden die Lysinoxidasen beschrieben, die zur Stabilisierung der
Kollagen- und Elastinfasern beitragen sowie diese vernetzen [103, 104]. AuBerdem
waren wichtige Bestandteile der Quervernetzung EMILIN-1 [105] und EFEMP2 [106], die
wie die Lysinoxidasen in den vorliegenden Ergebnissen signifikant erhdht waren und in
den folgenden Abschnitten besprochen werden sollen. Darlber hinaus waren mit Serpin
H1, P4HA1 und P4HB drei weitere Proteine der Quervernetzung von Kollagenfasern
signifikant in leukdmischen Kokulturen Uberreprasentiert. Weitere Regulatoren von
Kollagen und Elastin waren in Bezug auf die Steifheit u.a. die HA durch Einflussnahme
auf die Quervernetzung [97], Transkriptionsfaktoren wie ZEB1 [107], bidirektional auch
MSCs [108, 109] und Signalkaskaden sowie TGF-$ und PI3k/Akt [110].

Die Steifheit der Matrix ist ein vielversprechender Teilbereich der Matrixforschung. Sie
hat einen Einfluss auf die Entstehung, die Progression und das Therapieansprechen von
myeloischen Leukamien. In den vorliegenden Ergebnissen zeigen sich wichtige Proteine
mit Einfluss auf die Regulation der Steifheit der Matrix in leuk&mischen Kokulturen

Uberreprasentiert. Die Ergebnisse zeigen, welche Proteine in der Leukdmie eine
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Schlisselrolle im Elastin- bzw. Kollagen-Netzwerk und damit in der Modulation der
Matrix-Steifheit spielen. Dies macht die Proteine selbst, darliber hinaus das Elastin- und
das Kollagen-Netzwerk sowie die Steifheit der Matrix zu interessanten, potenziell
therapeutisch relevanten Faktoren in der Entstehung der AML. In einer Arbeit aus dem
Jahr 2022 fassen Jiang et al. eine Auswahl von gegen die EZM-Steifheit gerichtete
therapeutische MaBnahmen zusammen, die einen potenziellen Nutzen in der
Tumortherapie darstellen kdénnten. Hier fanden sich Antagonisten gegen einige Proteine,
die auch in der vorliegenden Arbeit signifikant in leukdmischen Kulturen
Uberreprasentiert waren, z.B. gegen LOXL2 und ITGA5/B1. Inhibitoren der LOXL2
werden in 4.2.4.3 naher diskutiert, fur gegen Integrin A5 und B1 gerichtete Substanzen
wie ATN-161 oder Volociximab zeigt sich bisher eine unklare Datenlage. Darlber hinaus
wurde der Einsatz von Kollagenasen diskutiert, wobei Sicherheitsbedenken bei

systemischer Anwendung geéuBert wurden.

4.2.3.3 Zusammenspiel des Elastin-Netzwerks mit dem Kollagen- und

dem Hyaluronsaurenetzwerk

Aus der Literaturrecherche ging Abb. 26 zur schematischen Darstellung des Elastin-
Netzwerks und dessen Interaktionspunkten mit dem Hyaluronsdure- und dem
Kollagennetzwerk hervor. Zur Ubersichtlicheren Darstellung wurden insbesondere die
Proteine dargestellt, die in mindestens einem der Kokulturvergleiche in der
leukdmischen MSCaw/34awL signifikant Uberreprésentiert waren und eine Zugehorigkeit
zu oder bekannte Interaktion mit einem der drei Matrixnetzwerke zeigten (vgl. Abb. 23).
Dies waren COL3A1, -4A1, -4A2, EFEMP-2, EMILIN-1, HTRA1, ITGAS5, ITGB1, LOXL2
(dargestellt als LOX), Lysylhydroxlyase PLOD2, P4HA1, P4HB, SERPINH1, Versican
und das oben beschriebene, in unseren Versuchen nicht signifikant, aber doch
tendenziell erhéhte CEMIP.

Die Abbildung stellt dar, wie eng verknupft die drei wichtigen extrazellularen
Matrixsysteme sind. Die Proteine, die in leukdmischen Kokulturen Uberreprasentiert
waren, sind integrale Bestandteile der Systeme, kénnen aber auch an der Verknupfung

der Systeme beteiligt sein.
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Links (Elastin-Netzwerk, rot): Proteine, die an der Elastogenese und an der Entstehung,
Quervernetzung und Stabilisierung von Elastinfasern beteiligt sind. Nach seiner Transkription
interagiert Tropoelastin intrazellular mit dem Elastin-bindenden Protein (EBP) und wird durch den
Elastin-Rezeptor-Komplex (ERC), gebildet aus EBP, Cathepsin A (Cath A) und Neuraminidase-
1 (Neu-1) in den Extrazellularraum transportiert. Durch Lysyloxidasen (LOX) quervernetztes
Elastin bildet zusammen mit Fibrillin-1 die elastischen Fasern. Die Adapterproteine EFEMP2
(Fibulin-4) und EMILIN lagern sich an Fibrillin-1 an. EFEMP2 bindet und aktiviert LOX, die eine
Quervernetzung von Elastin und Kollagen bewirkt; Uber das an EFEMP2 gebundene latent TGF-
f binding protein (LTBP) und das latency-associated peptide (LAP) wird der fransforming growth
factor p (TGF-B) in der EZM sequestriert. TGF-B kann Uber die Bindung an die entsprechenden
Rezeptoren steigernd auf die Tropoelastin- und Prokollagensynthese wirken. Mitte
(Hyaluronséure-Netzwerk, griin): Hyaluronsdure (HA) steht in Verbindung zu anderen
z.B. Uber Versican (VCAN).

stabilisiert die Verbindung von HA und elastischen Fasern. Die Isoformen V0-V2 interferieren

Matrixmolekullen wie Fibrillin-1, Die Isoform V3 von Versican
hingegen mit der Freisetzung von Tropoelastin. HA kann durch verschiedene Enzyme gespalten
werden. Eine Fragmentierung durch das cell migration inducing and hyaluronan binding protein
(CEMIP), das in der Matrisomanalyse nur tendenziell erhéht vorlag (p=0,054 im Vergleich
MSChc34he vs. MSCami34am., Aufwartspfeil im grauen Kreis) lasst niedermolekulare HA
entstehen, die Uber Bindung an den HA-Rezeptor CD44 die Tropoelastin- und
Prokollagensynthese aktivieren kénnen. Rechts (Kollagen-Netzwerk, blau): Nach seiner
Transkription wird Preprokollagen im endoplasmatischen Retikulum (ER) durch PLOD2, P4HA1
und P4HB an den Aminosduren Lysin und Prolin hydroxyliert und unter dem Einfluss des
Chaperons Serpin  H1 in den

zu Prokollagen weiterprozessiert. Nach Sezernierung
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Extrazellularraum bildet sich durch Zusammenlagerung erst Tropokollagen und dann
Kollagenfibrillen, die durch die Aktivitét der LOX quervernetzt werden. Die Serinprotease HTRA1
setzt einerseits Insulin-like growth factor (IGF) aus seinem Bindeprotein (IGFBP) frei und kann so
indirekt die Elastinsynthese stimulieren. HTRA1 kann zusatzlich auch direkt oder indirekt Gber
Spaltung von Fibronektin Matrix-Metalloproteasen (MMPs) stimulieren, die den Abbau von Elastin
und Kollagen katalysieren. Fibronektin und Kollagen binden an Integrin a5B81 und kénnen sie eine
Vielzahl intrazellularer Prozesse aktivieren. Wie in Kapitel 4.2 n&her diskutiert wird, kdnnten die
in unserer Analyse detektierten endoplasmatische Proteine entweder wéhrend der verwendeten
EZM-Aufreinigung, physiologisch in Form von Vesikeln oder durch eine bisher nur unzureichend
untersuchte Sekretion in den Extrazelluldrraum gelangt sein. In blau eingekreiste Pfeile zeigen
Proteine, die in der Matrisomanalyse in mindestens einem Kokulturvergleich in der MSCam/34amL
signifikant Gberreprasentiert vorlagen. Die Verwendung dieser Abbildung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung vom Urheber, Univ.-Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Séren Twarock, Institut far

Translationale Pharmakologie, Diisseldorf.

4.2.4 Einfluss von Uberrepréasentierten Matrixproteinen auf onkologische

Entitdten und bekannte Tumorsignalkaskaden

Die als wissenschaftlich oder klinisch relevant erachteten Proteine haben alle einen
bedeutsamen Einfluss, den sie nicht nur auf die Tumorentstehung, sondern auch auf die
Progression, Metastasierung und tumorsupportive Faktoren wie die Angiogenese oder
Transformierung ha@matologisch gesunder Zellen nehmen kénnen. Der Fokus der
héamatoonkologischen Forschung lag in den letzten Jahrzehnten auf der Untersuchung
der HSPC als Ursprung von Erkrankungen. Durch neue Methoden und dem dadurch
gewonnenen Verstandnis Uber das Knochenmark-Mikromilieu gewinnt die

Knochenmarksnische zunehmend an Bedeutung.

Interessanterweise ist sowohl Uber die Proteine selbst als auch das Ubergeordnete
Elastin-Netzwerk im Rahmen hamatoonkologischer Erkrankungen, insbesondere der
AML, wenig bekannt. Eine Hypothese zur Pathogenese ist, dass die HSPC die
physiologische Knochenmarksnische und das Elastin-Netzwerk dahingehend
manipuliert, dass sich ein neuartiges Netzwerk formiert, welches den Tumor durch die

oben genannten Mechanismen unterstuitzt.

Die folgenden Literaturrecherchen fokussieren sich auf eine mdégliche Involvierung in
maligne Transformationsprozesse der detektierten Proteine und den damit in
Zusammenhang stehenden bekannten Signalkaskaden in Tumoren. Es zeigte sich, dass
diverse Proteine der oben beschriebenen extrazellularen Netzwerke, allen voran des
Elastinnetzwerks, wichtige Bestandteile diverser potenziell onkogener Signalwege sind.

Auf die Zugehdrigkeiten und weitere wissenschaftliche sowie klinische Besonderheiten
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wird im folgenden Abschnitt eingegangen. Hierbei wird mit Fibulin-2 auch ein in
leukdmischen Kokulturen verringert exprimiertes Protein besprochen. Im Anschluss
werden die Proteine hervorgehoben, die nach aktuellem Wissensstand die wichtigsten

Verknupfungsstellen zwischen Elastin-, Kollagen- und Hyaluronsdurenetzwerk sind.

4.2.4.1 Fibulin-2

Als wichtigstes vermehrt in h&matologisch gesunden statt in leukdmischen Zellen
aufzufindendes Protein soll zun&chst Fibulin-2 Erwéhnung finden. Insgesamt wurden im
Vergleich der MSChnc/34n: mit der MSCam/34avm Neun Proteine gefunden, die in der
hamatologisch gesunden Kultur signifikant erhéht waren, darunter das Fibulin-2. Das
Fibulin-2 zeigte sich in multiplen Kokulturvergleichen jeweils in der ,gestinderen” Probe
erhéht (Abb. 12, Abb. 18, Abb. 20).

Diese Konstellation ist insofern relevant, dass nicht nur fir den Tumor supportive
Faktoren als Biomarker oder therapeutische Interventionsmoglichkeit entscheidend sein
kdnnen. Genau so wére ein Protein, welches dem Tumor entgegenwirkt, eine Option,

die als therapeutischer Ansatz verstarkt werden kdnnte.

Fibulin-2 wurde bereits als regulatorisches Protein in Tumoren erforscht, jedoch sind bis
heute nicht vollstdndig konklusive Daten vorhanden, ob es tumorsupportiv oder -
inhibierend agiert. In einer Ubersichtsarbeit wurde von einer kontextabhéngig
onkogenen Wirkweise ausgegangen, die jedoch nicht allgemein gelte [111]. So konnte
im Mammakarzinom bei verminderter Expression von Fibulin-2 auch eine vermehrte
Migration und Invasion von Tumorzellen beobachtet werden [112]. Analog dazu zeigte
eine vermehrte Expression von Fibulin-2 im Mammakarzinom eine gute Prognose,

insbesondere bei Koexpression mit der Metalloprotease ADAMTS-12 [113].

In der Hamatoonkologie ist Fibulin-2 noch nicht beschrieben. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen durch die Hochregulierung in gesltnderen Zellkulturen vermuten,
dass das Matrixprotein hier eher eine tumorinhibierende Wirkung zeigt. Insgesamt ist
weitere Forschung essenziell, um das Fibulin-2 in der AML zu analysieren und als
Leuk&mie-inhibierendes Protein zu bestéatigen. Als therapeutisches Konzept wéaren hier
Wirkstoffe denkbar, die Uber die Aktivierung von Signalkaskaden eine verstarkte
Expression von Fibulin-2 hervorrufen kénnten. Auch als Biomarker fir den Verlauf der
AML kénnte es eine Rolle spielen, dann jedoch negativ korreliert zum Verlauf der

Tumorerkrankung.
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4.2.4.2 Versican

Versican ist ein essenzieller Regulator des Elastin-Netzwerks [114]. Als
Interaktionsprotein zwischen HA und Elastin verknupft es die EZM und verstarkt die
Elastogenese sowie die strukturelle und funktionelle Stabilitdt des Netzwerks [115]. Je
nach Isoform reguliert es die Elastinsynthese durch Stimulation von TGF- und damit
Integration von Tropoelastin in die Elastinfasern [116]. Wéhrend die Isoformen V0-2
diesen Prozess inhibieren (s. Abb. 26), verstarkt ihn die Isoform V3. Somit stabilisiert
Versican nicht nur die Elastinfasern, es reguliert je nach Isoform auch die Freisetzung
von Elastin in die EZM. In den massenspekirometrischen Analysen in dieser Arbeit
konnte nicht sicher zwischen den Isoformen von Versican unterschieden werden. Beim
Nachweis einer Uberexpression der Versican-Variante V3 wére davon auszugehen,
dass es auch in der Leuk&mie zu einer verstarkten Vernetzung zwischen HA und Elastin
sowie zu einer allgemeinen Stabilisierung des Elastin-Netzwerks kommt. Diese beiden

Effekte kdnnten wiederum die oben erwdhnten onkogenen Prozesse férdern.

Zusétzlich hindert die Isoform V3 die Monozytenadhé&sion und nimmt Einfluss auf die im
Kontext von Tumoren gut dokumentierten Signalwege Uber den epidermal growth factor
receptor (EGFR) und den Transkriptionsfaktor NF-KB [116]. Die verminderte
Monozytenadhasion ist flir eine Immunevasion des Tumors relevant und kann ein

wertvoller Faktor fiir das Uberleben des Tumors sein.

Im Mikromilieu des Tumors hat Versican noch eine Vielfalt an weiteren
Interaktionspartnern. Es spielt in diversen bekannten Tumorsignalkaskaden, u.a. dem
Whnt-B-Catenin-Signalweg, dem PI3K-/Akt-, sowie dem TGF-B-Signalweg eine Rolle
[117-119]. Darlber hinaus hat es einen nachgewiesenen Einfluss auf die
Tumorangiogenese, die Proliferation und die Metastasierung von Tumoren [118, 120].
Ein hoher Plasmagehalt an Versican korreliert mit einer schlechten Ansprechrate auf die
Induktionschemotherapie bei AML-Patientinnen und Patienten [121]. In der
Hamatoonkologie, insbesondere bei der AML, ist dariber hinaus Uber Versican und

seine Wirkungen noch wenig bekannt.

AuBerdem kommuniziert Versican mit Kollagenen, Fibulin-1 und -2, Fibrillin-1 und dem
Fibronektin [122]. Diese Proteine weisen auf weitere Stellen hin, an und mit denen
Versican im Tumormilieu fir eine dichte, stabile EZM sorgt — also die Steifheit der Matrix

erhoht (s. 4.2.3.2) — und so den Tumor unterstiitzt.
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Diese Ergebnisse werden von der Matrisomanalyse gestutzt, in der sich Versican in der
MSCam/34am. im Vergleich zur MSChc/34n. und der MSChc/34amL signifikant erhoht

zeigte.

In Zusammenschau der Ergebnisse und dem bisherigen Wissensstand zum Versican
scheint dies eindeutig ein vielversprechender Angriffspunkt fir neue Therapieansatze
bei AML und moglicherweise weiteren hdmatoonkologische Tumoren zu sein. Bei einer
moglichen Entwicklung dieser muss jedoch besondere Ricksicht auf jeweilige Isoformen
und deren spezifische Wirkung genommen werden, da diese sehr unterschiedliche

Effekte auf Tumoren und deren Umgebung haben [123].

4.2.4.3 Lysyl Oxidase homolog 2

Die lysyl oxidase homolog 2 (LOXL2) ist als Lysinoxidase ein wichtiger Bestandteil des
Elastin- und des Kollagen-Netzwerks (s. 4.2.3.1). Nach Stimulation durch EFEMP-2
sowie HA und TGF-B vernetzt sie Elastinfasern (Crosslinking) und flhrt somit zu einem
stabileren Netzwerk [103, 124]. Ein steiferes extrazellulares Elastin-Netzwerk (s. 4.2.3.2)
vermag dem Tumor dabei zu helfen, in umliegendes Gewebe zu expandieren und
resilienter gegen die physiologische Immunabwehr vorzugehen [125]. Lysinoxidasen,
insbesondere die LOXL2, wurden bereits in diversen Tumoren beschrieben. Sie sind bei
erhOhter Expression mit Progression und Migration von Tumoren sowie einer schlechten
Prognose assoziiert [126]. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass LOXL2 in
bekannten Tumorsignalkaskaden eine relevante, stimulierende Rolle spielt, z.B. im PI3k-
Akt-Signalweg in Osophagustumoren [127], der epithelial-mesenchymalen Transition
[128] oder der Stimulierung von VEGF (vgl. 3.2.6).

In ihrer Funktion als tumorsupportive Faktoren wurden Lysinoxidasen bereits als
therapeutische Angriffspunkte in Erwagung gezogen [129, 130]. Kontrovers diskutiert
werden Lysinoxidasen als Tumorsuppressoren, da sie bzw. ihre Propeptide auch

antikanzerogene Signalkaskaden aktivieren kénnen [131].

Wie Versican war die LOXL2 im Vergleich der MSCam/34av. mit der hamatologisch
gesunden MSCi/34n. wie auch der MSCh./34ame signifikant erhéht (Abb. 21). Im
Vergleich der MSChc/34nc mit der MSCrc/34amL Wurde die LOXL2 &hnlich stark in beiden
Kulturen exprimiert. Dies konnte darauf hindeuten, dass die LOXL2 in der
Transformation von hdmatologisch gesunden Zellen zur Leukamie hin noch eine kleinere
Rolle spielt und erst von der vollausgepréagten Leukamie besonders stark exprimiert wird,
um dann durch das oben beschriebene Crosslinking das bestehende Milieu zu

stabilisieren.
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Zusammenfassend ist die LOXL2 ein &uBerst vielversprechendes, eindeutig mit
Tumoren und onkogener Funktion assoziiertes Protein, welches in der AML noch nicht
beschrieben ist und einen mdglichen Therapieansatz bieten kdnnte. Wie bereits in
4.2.3.2 beschrieben, werden Inhibitoren der LOXL2 bereits in der Tumortherapie erprobt.
So wurde der monoklonale Antikérper Simtuzumab bereits in klinischen Studien
getestet, zeigt allerdings keinen klinisch-relevanten Erfolg. Der selektive LOXL-2-
Inhibitor PAT-1251 zeigte sich in einer klinischen Phase-I-Studie gut vertraglich und wird
aktuell in weiteren Studien getestet. Dariiber hinaus werden weitere Inhibitoren wie
CCT365623 oder PXS-51020A untersucht [98].

Als eines der grundlegenden Ziele der Arbeit ist fiir unsere Forschungsgruppe auBBerdem
interessant, welche Proteine im Rahmen der AML und in der Folge méglicherweise noch
weiteren hamatoonkologischen Erkrankungen als Biomarker oder Verlaufsparameter
verwendet werden kdnnen. Proteine wie die LOXL2, die bereits in anderen Entitdten
beschrieben sind und als Zielstrukturen erprobt werden, kénnen ein Ansatz zum

Erreichen dieses Ziels sein.

4.24.4 Kollagen

Ein nachster wichtiger Bestandteil der EZM ist das von der LOXL2 quervernetzte
Kollagen. Als Stitzprotein stabilisiert es mit seinen verschiedenen Unterformen die EZM,
analog zum Elastin-Netzwerk. In der vorliegenden Arbeit werden besonders die
Unterformen Collagen alpha-1 (lll)-chain (COL3A1), Collagen alpha-1 (IV)-chain
(COL4A1) und Collagen alpha-2 (IV)-chain (COL4A2) besprochen, da sie sich in der
statistischen Auswertung in mehreren Kokulturvergleichen signifikant erhéht zeigten
(Abb. 21).

Far Tumoren ist eine dichte EZM Uberlebensnotwendig. Durch eine Hochregulation der
Kollagene kann der Tumor ein Netz schaffen, das es flr physiologische Immunzellen
schwer bis unmdglich macht, ihn zu erreichen und zu bekdmpfen. So wurde
nachgewiesen, dass die Kollagene einen Einfluss auf die T-Zell-Migration und
Immunantwort haben [132]. Diese These wird von den vorliegenden Ergebnissen

gestutzt.

Uber die Interaktion mit anderen Proteinen, Integrinen und Rezeptoren kénnen
Kollagene den Tumor auf verschiedene Arten weiter unterstiitzen (Abb. 27). So wird die
Fibrosierung des Tumors unterstitzt, eine fir den Tumor progressiv wirkende Hypoxie
geschaffen und die Zellaktivitdt hoch gehalten [101]. Auch die Metastasierung von

Tumoren scheint von Kollagenen beeinflusst zu werden [133].
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Abb. 27 - Ubersicht iiber tumorsupportive Funktionen von Kollagen
Kollagen fiihrt Gber viele Mechanismen zu einer Unterstitzung des Tumors und seines Milieus.
Abbildung modifiziert nach Xu et al [101].

Liang et al schlugen neben COL3A1 und COL1A2 noch COL4A3 und COL4A6 als
potenzielle Biomarker bei Kolorektalkarzinom vor [134]. In dieser Arbeit und somit
bezogen auf die AML zeigten sich die Unterformen COL3A1, COL4A1 und COL4A2
differentiell reguliert. All dies legt einen Einfluss der Kollagene auch auf
hamatoonkologische Entitdten wie die AML sehr nahe. Besonders in Hinblick auf
Kollagene als mdglichen therapeutischen Angriffspunkt ist es wichtig, die genauen

Unterformen und ihre spezifischen Wirkmechanismen weiter zu untersuchen.

4.2.4.5 Serinprotease HTRA1

Die EZM beinhaltet eine Reihe verschiedener Wachstumsfaktoren wie TGF- [135] oder
Insulin-like growth factor (IGF), welche die Synthese von Tropoelastin, dem
Vorlaufermolekil von Elastin, stimulieren [136]. Durch Herauslésen von IGF aus dem
IGF-Bindeprotein aktiviert die Serinprotease HTRA1 (HTRA1) auf indirektem Wege die
Tropoelastinsynthese. AuBerdem ist die HTRA1 ein wichtiger Regulator von
Wachstumsfaktoren in der EZM [137, 138]. Im Magenkarzinom wurde zudem ein
maligne transformierender Einfluss der HTRA1 auf Fibroblasten nachgewiesen [139],
welcher bei Hochregulation in der AML auch eine Transformation der MSCs vermuten

lassen kdnnte.

In der Massenspektrometrie zeigte sich die HTRA1 in der MSCaw./34au. signifikant
erhoéht im Vergleich zur MSChc/34auL. Die MSChc/34hc produzierte auch weniger HTRA1
als die MSCawmL/34awL, allerdings knapp auBerhalb der Signifikanzgrenze (p-Wert 0,078).
Bei der HTRA1 handelt es sich somit ebenfalls um einen aussichtsreichen Kandidaten

als Zielprotein fur medikamentdse Therapien oder als Biomarker.
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4.2.4.6 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 2

Ein weiterer Bestandteil des oben erwahnten Elastinnetzwerks ist das EGF-containing
fibulin-like extracellular matrix Protein 2 (EFEMP2). 2015 wurde beschrieben, dass
EFEMP2 die Spaltung eines Propeptids von Procollagen-Endopeptidase-Enhancer

beeinflusst, womit es auch Einfluss auf den Kollagenstoffwechsel nimmt [140].

EFEMP2 ist ein Fibulin und als solches durch Interaktion mit Lysinoxidasen (4.2.4.3),
Tropoelastin und Fibrillin-1 Teil der Elastinquervernetzung [106, 141]. Es wurde
zunéchst hauptséachlich in der Entwicklung der Aorta verortet [142], jedoch wurde auch
ein Einfluss auf das Osteosarkom Uber den Wnt-B-Catenin-Signalweg und die
PIBK/Akt/mTOR-Kaskade beschrieben [143, 144]. Mittlerweile ist EFEMP2 in vielen
Krebserkrankungen beschrieben, jedoch noch nicht in der Hamatoonkologie. Es reguliert
das TGF-B-Signalweg Uber die latenten TGF-B-Bindeproteine (LTBP) [145]. Hinsichtlich
hamatologischer Tumorerkrankungen veréffentlichte unsere Forschungsgruppe eine
Arbeit Uber die TGF-B-vermittelte Entwicklung funktioneller Defizite und der AML

ahnlichen phanotypischen Alterationen in hamatologisch gesunden MSCs [146].

EFEMP2 war ebenfalls in leukdmischen Kulturen im Vergleich zur MSChc/34amL
signifikant Gberreprasentiert, im Vergleich mit der MSCi/34n. nahezu signifikant (p-Wert
0,063).

Als noch weitestgehend, insbesondere in der AML, unerforschtes Protein ist EFEMP2

ein interessanter Kandidat fur weitere wissenschaftliche Forschung.

4.2.4.7 EMILIN-1

Das Elastin microfibril interface-located protein 1 (EMILIN-1) ist ein wichtiger
Kommunikationspartner von EFEMP2 [80], womit es auch fur das Elastin-Netzwerk eine
tragende Funktion in der Faservernetzung hat. AuBerdem ist EMILIN-1 wichtig fur intra-
und extrazellulare Funktionen wie Zelladhasion, Migration und Proliferation sowie die
Auslésung extrazellularer Signalkaskaden. Wie EFEMP2 hat auch EMILIN-1 einen
Einfluss auf TGF-B, weiterhin ist es fir die Zell-Zell-Kommunikation Uber Integrine

essenziell.

Die genannten Funktionen weisen auf EMILIN-1 als onkogenes Protein hin, was sich in
der Auswertung der Matrisomanalyse bestatigt. Hier war es ebenfalls in der
MSCawm/34awL signifikant erhéht im Vergleich zur MSCnc/34amL.
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Als Bestandteil des Elastin-Netzwerks und Interaktionspartner weiterer, den
Ergebnissen dieser Arbeit nach fir den Tumor wichtigen, extrazellularen Proteine stellt

auch EMILIN-1 eine potenzielle therapeutische Angriffsmdglichkeit dar.

4.2.5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde den in 1.6 formulierten Fragen nachgegangen. Es
wurde in einem funktionellen Assay gezeigt, dass insbesondere MSCaw. Uber
dysfunktionale Regulationsmechanismen die physiologische Differenzierungskapazitat
beeinflussen. Nach Abbildung verschiedener Phasen der Leukdmogenese durch ex-
vivo-Zellkulturen und massenspektrometrischer Analyse des Matrisoms dieser konnte
eine Vielfalt an Verédnderungen der Zusammensetzung der EZM dargestellt werden.
Diese wurde in einen klinischen und wissenschaftlichen Kontext eingebettet. Es zeigten
sich  insbesondere  Proteine des Elastin, des Kollagen- und des
Hyaluronsaurenetzwerks bzw. wichtige Regulatoren dieser Netzwerke signifikant in
leukdmischen Zellkulturen Uberreprasentiert. Insbesondere sind hier zu nennen:
COL3A1, COL4A1, COL4A2, EFEMP2, EMILIN-1, HTRA1, ITGA5, ITGB1, LOX2,
P4HA1, P4HB, PLOD2, Serpin H1, Versican. Die genannten Proteine sind nicht nur als
Bestandteile und VerknlUpfungspunkte der drei Matrixsysteme relevant, sie nehmen
hierdurch auch Einfluss auf die Steifheit der Matrix, die einen weiteren neuen Aspekt der
Matrixforschung darstellt und eine Rolle fir die Leukdmogenese und gestorte
Hamatopoese im Rahmen der AML spielen konnen. Diese Verédnderungen in der
Zusammensetzung der EZM in der Knochenmarknische im Verlauf einer AML bilden

vielversprechende Ansatzpunkte fir weitere Untersuchungen.

In Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse und dem aktuellen Forschungsstand
stellen die in diesem Kapitel detaillierter besprochenen Proteine eine Auswahl dar, die
am ehesten eine Basis fur therapeutische Angriffsmdglichkeiten bieten und so eine
Grundlage fur weitere Forschung in diesem Feld bieten. Darliber hinaus haben aber
grundlegend alle Proteine, die in Zellkulturvergleichen in den leukdmischen Kulturen
Uberreprasentiert waren, das Potential, vielversprechende Kandidaten fir weitere

Forschungsbemuhungen zu sein.

Auch kénnen die oben beschriebenen und weitere Proteine durch Anschlussforschung
moglicherweise als Biomarker validiert werden. Weitere signifikant Uberreprasentierte

Proteine kdnnen den Ubersichtstabellen in 3.1, z.B. Abb. 20 entnommen werden.
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5 Schlussfolgerung

Durch die genaue Analyse der EZM in einem Modell der AML-Entstehung konnte
massenspektrometrisch eine Vielfalt an Proteinen detektiert werden, die fir
Tumorentstehung und -entwicklung relevant sein kénnten, da sie einen Einfluss auf die
Zusammensetzung und Steiftheit der EZM, auf Zell-Zell-Interaktion und auf die
Differenzierungsfahigkeit von gesunden und leukdmischen HSPC haben kdnnen.
Hiermit konnte ein profunderes Verstandnis der molekularbiologischen Charakteristika
hamatoonkologischer Entitaten, insbesondere der AML, gewonnen werden. Die meisten
der identifizierten Proteine sind teilweise im onkologischen Umfeld beschrieben,
insbesondere in bekannten Tumorsignalkaskaden wie Wnt-B-Catenin, PI3k-Akt oder
TGF-B und in den drei wesentlichen Systemen der EZM: dem Elastin-, dem HA- und
dem Kollagen-Netzwerk. In der Hamatoonkologie sind viele dieser Proteine, ihre
Interaktion untereinander und mit den zellularen Bestandteilen der Knochenmarksnische
sowie ihre Funktion im Rahmen der Leukdmogenese jedoch noch weitestgehend
unerforscht. Daher bieten sie neue Ansétze fur weiterfiilhrende Untersuchungen mit dem
Ziel, die vorhandenen Therapieoptionen zu ergdnzen oder zu verbessern. Insbesondere
das Elastin-Netzwerk als tbergeordnete Regulationseinheit der gefundenen Proteine
sollte durch weitere Bemihungen genauer charakterisiert und mit Blick auf
Komponenten und Interaktionsmechanismen innerhalb des Netzwerks, z.B. mit dem HA-

und dem Kollagensystem oder der Steifheit der Matrix, analysiert werden.

Durch ihre unterstitzende Funktion in der Leukdmie wére es sinnvoll zu untersuchen,
inwiefern die in der leukdmischen Kokultur Uberreprasentierten Proteine durch
niedermolekulare Substanzen oder Interferenz-RNA in ihrer Funktion eingeschrankt
werden kénnen und inwiefern so Tumoren in ihrer replikativen, proliferativen, invasiven
oder metastasierenden Fahigkeit pharmakologisch inhibiert werden kénnen. Analog
dazu lieBe sich beispielhaft fur das in gesinderen Zellkulturen erhéhte Fibulin-2
analysieren, inwiefern eine Stimulierung des Proteins Tumorzellen (inhibierend)
beeinflussen wiirde und ob es vielleicht als therapeutische Option in Erwégung gezogen

werden kdnnte.

Auch kénnen die Proteine einen neuen Ansatz als Biomarker fur die AML und
moglicherweise in der Folge auch fir andere Entitdten bieten. Somit kdénnen
prognostische Informationen gewonnen und verbessertes Therapiemonitoring
sichergestellt werden. Einige der beschriebenen Proteine wie Versican, die
Lysinoxidasen, insbes. LOXL2 sowie COL3A1 und EFEMP2 werden schon in anderen

Krebserkrankungen erforscht und teilweise als Biomarker diskutiert. Hier erscheint die
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vergleichende Forschung in Hinblick auf Verwendbarkeit und Relevanz der Proteine als

Biomarker auch fir leuk&dmische Erkrankungen in der Zukunft sinnvoll.
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