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Zusammenfassung Deutsch

Das multiple Myelom (MM) ist eine bosartige Erkrankung des Knochenmarks (KM)
charakterisiert durch eine Vermehrung klonaler Plasmazellen und mindend in
Endorganschaden wie eine hamatopoietische Insuffizienz und Osteolysen. Zellulare
Bestandteile des KM-Mikromilieus sind Mesenchymale sowie Hamatopoietische Stamm-
und Progenitorzellen (MSPZ und HSPZ). MSPZ sind entscheidend fiir die Bildung und
Funktion des KM-Milieus, wahrend HSPZ die Grundlage fir die Versorgung mit reifen
Blutzellen darstellen. Die Mechanismen, die zu veranderten Funktionen von MSPZ und
HSPZ bei MM fiihren, sind nicht vollstdndig geklart.

Lenalidomid, ein immunmodulierendes Medikament, spielt eine wichtige Rolle in der
MM-Therapie. Studien deuten auf eine Wirkung von Lenalidomid auf MSPZ und HSPZ

hin, die genauen Mechanismen sind allerdings bisher unzureichend aufgeklart.

Ziel dieser Studie war die Analyse der Effekte von Lenalidomid auf das KM-Milieu, indem
MSPZ und HSPZ aus dem KM gesunder Probanden und MM-Patienten isoliert, in vitro

mit Lenalidomid inkubiert und funktionell sowie molekular untersucht wurden.

HSPZ von MM-Patienten unterschieden sich deutlich in Funktion und Genexpression
von gesunden Kontrollen mit 199 differentiell exprimierten Genen. Eine Inkubation mit
Lenalidomid kehrte die differentielle Genexpression von 30 dieser Gene wieder um und
konnte so in Teilen pathologische Veranderungen revertieren. Untersuchungen der
MSPZ von gesunden Probanden und MM-Patienten zeigten 1532 differentiell
exprimierte Gene. Weitere Analysen wiesen auf die Beteiligung dieser Gene an der
Osteogenese und der Matrix des Mikromilieus hin. Nach Lenalidomid-Inkubation traten
Genexpressionsanderungen ausschlieBlich in MSPZ von MM-Patienten auf, u.a.
bezogen auf die mitochondriale Funktion und den Energiestoffwechsel. Lenalidomid

konnte die durch das MM induzierte veréanderte Genexpression in 110 Genen umkehren.

Die Daten zeigen unterschiedliche Effekte von Lenalidomid je nach dem physiologischen
Zustand der Zellen. Von potentieller klinischer Bedeutung ist die Umkehrung der MM-
assoziierten Veranderungen der Genexpression durch Lenalidomid in HSPZ (30 Gene)
und MSPZ (110 Gene), was auf eine teilweise Normalisierung der Genexpressionsprofile
hindeuten kénnte. Darliber hinaus konnten zahlreiche Gene und Signalwege identifiziert
werden, die die eingeschréankte Osteogenese und Hamatopoiese im MM erklaren
kénnen. Die identifizierten Gene bieten neue Ansatze fir gezielte Therapien. Besonders
ADGRG7 kénnte ein potentielles therapeutisches Ziel im Rahmen von osteolytischen

Prozessen darstellen.
\%



Zusammenfassung Englisch

Multiple Myeloma (MM) is a malignant disease of the bone marrow (BM) characterized
by a proliferation of clonal plasma cells resulting in end organ damage such as
haematopoietic insufficiency and osteolysis. Important cellular components of the BM
microenvironment include mesenchymal and hematopoietic stem and progenitor cells
(MSPC and HSPC). The latter form the basis for the lifelong supply of mature blood cells
while MSPC play an essential part in the formation and function of the BM
microenvironment. The underlying mechanisms that lead to a significantly altered
functionality of MSPC and HSPC in MM are not yet fully understood.

Lenalidomide, an immunomodulatory drug, represents an important treatment concept
for MM. Studies indicate an effect of lenalidomide on MSPC and HSPC, but the exact

mechanisms remain unclear.

The aim of this study was to analyze the effects of lenalidomide on the BM milieu by
isolating MSPC and HSPC from the BM of healthy volunteers and MM patients, treating

them in vitro with lenalidomide and testing them at a molecular and functional level.

HSPC from MM patients differed significantly in function and gene expression from
healthy controls with 199 differentially expressed genes. Incubation with lenalidomide
reversed the differential gene expression of 30 of these genes and was thus able to
partially reverse pathological changes. Investigations of MSPC from healthy volunteers
and MM patients revealed 1532 differentially expressed genes. Further analyses
indicated the involvement of these genes in osteogenesis and the matrix of the
microenvironment. After lenalidomide incubation, gene expression changes occurred
exclusively in MSPC from MM-patients, including genes related to mitochondrial function
and energy metabolism. Lenalidomide was able to reverse the altered gene expression

induced by MM in 110 genes.

These data show that the effect of lenalidomide on the cells varies depending on whether
they originate from healthy volunteers or myeloma patients. Of potential clinical
relevance is the reversal of MM-associated gene expression changes by lenalidomide in
HSPC (30 genes) and MSPC (110 genes), indicating a partial normalization of
expression profiles. Moreover, numerous genes and signaling pathways have been
identified that may account for the impaired osteogenesis and hematopoiesis in MM. The
identified genes may offer new approaches for targeted therapies. In particular ADGRG7
could represent a potential therapeutic target in the context of osteolysis.
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Einleitung

1 Einleitung

In dieser Arbeit wird aus Griinden der besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum
verwendet. Weibliche und nicht-bindre Geschlechteridentitaten sind dabei ausdricklich
mitgemeint, soweit es fir die Aussage erforderlich ist.

1.1 Das Knochenmark-Mikromilieu und die Stammzellnische

Innerhalb des Knochenmarks (KM) als blutbildendes Organ befinden sich die
Stammzellnischen: Sie setzen sich zusammen aus zelluldren und nicht-zellularen
Bestandteilen (schematisch in Tabelle 1 dargestellt) und bezeichnen spezialisierte
Nischen, in denen Stamm- und Progenitorzellen verweilen [1]. Zu diesen gehéren
Hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ), aus denen die Blutzellen
hervorgehen (Kap. 1.1.1) und die {ber unterschiedliche Signale aus dem KM-
Mikromilieu in einem Ruhezustand gehalten oder zu Selbsterneuerung oder
Differenzierung stimuliert werden, sowie Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
(MSPZ), die entscheidend zur Regulation der Hamatopoietischen Stamm- und

Progenitorzellen beitragen (Kap. 1.1.2) [2, 3].

Basierend auf aktuellen Forschungsergebnissen wurden zwei Stammzellnischen
innerhalb des Knochenmarks definiert, von denen jede die HSPZ wohl auf verschiedene
Weise beeinflusst (Kap. 1.1.2): Die endosteale Nische einerseits, welche sich in
raumlicher N&he zur Knochenoberflache befindet und in der neben Zellen der
osteoblastaren Linie (mesenchymalen Ursprungs) und Osteoklasten circa 15 % der
HSPZ verweilen [4]. Andererseits existiert zentral im Knochenmark die perivaskulare
Nische, welche weitergehend unterteilt werden kann in arterioldre sowie sinusoidale
Nischen; hier befinden sich physiologischerweise circa 85 % der HSPZ [5]. Obgleich sich
diese Nischen hinsichtlich ihrer Lokalisation innerhalb des Knochenmarks und ihrer
zellularen Komponenten unterscheiden, sind sie als funktionell verflochtenes Geflige zu
begreifen, innerhalbdessen sich die HSPZ bewegen kénnen [6]. Die zentrale Aufgabe
der Stammzellnischen liegt in der Regulation des Zellzyklus der HSPZ: Die zelluléren
und nicht-zellularen Bestandteile des Knochenmarks tragen mittels extrinsischer Signale
sowie direkter Zell-Zell-Kontakte entscheidend dazu bei, die HSPZ hinsichtlich ihrer
Proliferation und Differenzierung zu steuern oder sie in einem physiologischen
Ruhezustand zu halten (Kap. 1.1.2) [7, 8].
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zellulére Bestandteile: Hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen
Erythrozyten
Lymphozyten
Natirliche Killerzellen
Dendritische Zellen
Makrophagen
Megakaryozyten
Thrombozyten
Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
Fibroblasten
Chondroblasten
Osteoblasten
Osteoklasten
Endothelzellen, endotheliale Vorlauferzellen
Sympathische Nervenfasern, Schwannzellen

nicht-zellulare Extrazellularmatrix: Bestehend unter anderem aus Fibronektin,
Bestandteile: Laminin, Kollagen, Proteoglykanen, Glukosaminoglykanen

Lésliche Faktoren, unter anderem:

IL-1, -6, -10, -11, -15, -21 (Interleukin)

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Wnts (Wingless Int)

TGF-B (Transforming Growth Factor )

TNF-a (Tumor Necrosis Factor a)

IGF-1, 2 (Insulin-like Growth Factor)

Tabelle 1: Bestandteile des Knochenmark-Mikromilieus. Modifiziert nach Podar et al. [9]

1.1.1 Die Hamatopoiese

Die multipotenten HSPZ tragen das CD34-Membranprotein auf ihrer Zelloberflache
(CD34+-Zellen); aus ihnen gehen durch Differenzierung im roten Knochenmark die reifen
Blutzellen des Koérpers hervor. Die Hamatopoiese gliedert sich in die myeloische sowie
die lymphatische Reihe (Abb. 1): Aus den HSPZ entwickeln sich Uber multipotente
Vorlauferzellen die Common Mpyeloid Progenitors (gemeinsame myeloide Vorlaufer,
CMP) oder die Common Lymphoid Progenitors (gemeinsame lymphatische Vorlaufer,
CLP) [10, 11]. Uber weitere Differenzierungsschritte gehen aus den CMP schlieBlich die
Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten und Granulozyten hervor (myeloische Reihe)
[10]. Die CLP differenzieren sich ebenfalls in mehreren Stufen zu B-Zellen, T-Zellen oder
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natUrlichen Killerzellen weiter (lymphatische Reihe) [11]. Dendritische Zellen kénnen
sowohl aus der myeloischen als auch aus der lymphatischen Reihe hervorgehen.

Die Lymphopoiese findet im Gegensatz zur Myelopoiese nicht ausschlieBlich im
Knochenmark statt: Die unreifen B-Zellen, die Uber Zwischenstadien aus den CLP
hervorgehen, gelangen mit dem Blutstrom in die peripheren lymphatischen Organe,
insbesondere die Milz, wo sie zu reifen B-Zellen differenzieren. Letztendlich entstehen
aus den naiven, reifen B-Zellen die B-Gedachtniszellen und die langlebigen
Plasmazellen, welche zurlick ins Knochenmark gelangen. Diese Plasmazellen zeichnen
sich physiologischerweise durch eine hohe Sekretion von Antikérpern aus und

proliferieren nicht mehr.
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Abb. 1: Repréasentatives Schema der Himatopoiese. Aus den hdmatopoietischen Stamm- und
Progenitorzellen (HSPZ) gehen die Common Myeloid Progenitors (CMP) und die Common
Lymphoid Progenitors (CLP) hervor. Aus diesen Zellen differenzieren im weiteren Verlauf alle
reifen Blutzellen. Die gestrichelten Pfeile zeigen eine Bildung tUber Vor- und Zwischenstufen an.

NK-Zelle = nattrliche Killerzelle. Abb. erstellt mit Servier Medical Art von Servier.

1.1.2 Die Regulation der Hamatopoiese

Eine strenge Regulation der Selbsterneuerung und Differenzierung von HSPZ ist
unerlasslich, um einerseits genudgend Blutzellen fir einen physiologisch
funktionierenden Organismus zur Verfligung zu stellen und andererseits die Entstehung
von Krankheiten wie Leukd&mien zu verhindern. Diese Regulation findet tber Zell-

intrinsische und Zell-extrinsische Faktoren aus den Stammzellnischen statt [12, 13]. Je
3
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nach Bedarf des Organismus erfolgen Proliferation und Differenzierung in Tochterzellen
der Hamatopoiese oder der Verbleib der HSPZ in einem Ruhezustand [14].

Die Untersuchungen zellul&rer und nicht-zelluldrer Bestandteile sowie der Funktion der
einzelnen Nischen stellen ein komplexes Unterfangen dar. Aktuelle Daten deuten darauf
hin, dass die verschiedenen Nischen unterschiedliche Wirkungen auf die HSPZ
ausiben: So scheint die perivaskulare Nische die Proliferation und Differenzierung der
HSPZ anzuregen, wahrend die endosteale Nische wohl die Rolle einnimmt, die HSPZ in
einem Ruhezustand zu halten und bei Bedarf die Regeneration durch Selbsterneuerung
zu unterstiitzen [15].

Zahlreiche im Knochenmark vorkommende Zellen und Strukturen konnten identifiziert
werden, welche die HSPZ-Regulation beeinflussen und somit einen Teil der
Stammzellnischen bilden. Dazu z&hlen unter anderem die zellularen und nichtzellularen
Bestandteile des KM-Mikromilieus (Tabelle 1). Eine schematische Ubersicht {ber
wichtige regulatorische Interaktionsméglichkeiten zwischen Zellen der
Stammzellnischen und den HSPZ bietet Tabelle 2.

Molekiil Expression durch Funktion

CXCR4 (CD184): CXC-Motiv- hamatopoietische und

Chemokinrezeptor 4, endotheliale Zellen

transmembranéarer G-Protein- [17] halt HSPZ in einem
gekoppelter Rezeptor fir CXCL12 Ruhezustand [18], fordert
[16] den Verbleib der HSPZ im
CXCL12 (SDF-1a): CXC-Motiv- Megakaryozyten, Knochenmark [19]
Chemokin 12, spezifischer Ligand fir ~ Osteoblasten, MSPZ

CXCR4 [20] [18, 21, 22]

Tie-2: Tyrosinkinase, HSPZ [23] Angiogenese,
Zelloberflachenrezeptor, Aktivierung Hamatopoiese, Adhasion
durch Angiopoietin [23, 24] und Selbsterneuerung der

HSPZ, halt HSPZ in einem

Angpt-1: Angiopoietin-1, Ligand fir Osteoblasten, ohysiologischen

Tie-2 [23, 24 St llen [283, 27

le-21 ] romazellen | ] Ruhezustand [23, 25, 26]
c-kit (CD117): Tyrosinkinase Klasse = HSPZ [30] Proliferation und
[, Rezeptor fiir Kit-Ligand (SCF), Differenzierung der HSPZ
Aktivierung durch Kit-Ligand [28, 29] [31]
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Molekiil

Expression durch

Funktion

Kit-Ligand (SCF): Stem Cell Factor,
spezifischer Ligand fur c-kit [28, 29]

endotheliale und
perivaskulare
Stromazellen [32],
Osteoblasten [33]

Notch1: Rezeptor fir Jagged1 [34,

35]

Jagged1 (CD339): Ligand fiir Notch1

[34, 35]

U. a. HSPZ [36]

Osteoblasten, MSPZ
(38]

Uberleben, Entwicklung
und Differenzierung
verschiedener
hamatopoietischer Linien
(37]

TGF-B-R1: Transforming Growth

Factor B Rezeptor 1, Rezeptor fiir

TGF- B [39]

TGF-B1: Transforming Growth Factor

B1, Ligand fur TGF-B-R1 [39]

u. a. HSPZ [39, 40]

Zellen des autonomen
Nervensystems,
Gliazellen [40]

halt HSPZ in einem
Ruhezustand [40, 41]

Whnt-Pathway: 3-Catenin-abhangiger

und unabhangiger Signalweg

U. a. HSPZ [42]

steigert Proliferation und
Selbsterneuerung der
HSPZ, halt diese in
unreifem Stadium [42]

Shh: Sonic Hedgehog Signalweg

u. a. HSPZ [43]

steigert Proliferation und
Selbsterneuerung der
HSPZ [43]

BMP: Bone Morphogenetic Protein

Signalweg

U. a. HSPZ [44]

steigert Proliferation und
Selbsterneuerung der
HSPZ [44]

Tabelle 2: Interaktionsméglichkeiten der CD34+-HSPZ mit Bestandteilen des Knochenmark-

Mikromilieus. Modifiziert nach Jager et al., Geyh et al. [45, 46]. HSPZ = hamatopoietische

Stamm- und Progenitorzellen, MSPZ = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen.

1.1.3 Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen (MSPZ)

sind multipotente adulte

Stammzellen sowie unipotente Progenitorzellen mit Differenzierungspotential zu
Osteoblasten, Chondroblasten und Adipoblasten (Abb. 2) [47]. Haufig wird statt
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mesenchymaler Stamm- und Progenitorzelle auch der Begriff der mesenchymalen
Stromazelle verwendet (MSC = Mesenchymal Stromal Cell), da sich keine homogene
Stammzellpopulation nach Gewinnung aus dem Knochenmark isolieren lasst [47]. Diese
Zellen kénnen aus einer Vielzahl von Geweben isoliert werden, darunter, wie fir die
vorliegende Arbeit geschehen, aus dem Knochenmark (KM-MSPZ) [48].

NI == Va

Knochenmark

Selbst-
- erneuerung
MSZ
= 4
MSPZ
/J\/ N
J 4 v \\/ ‘\;
/ N \\\ ,,//
Chondroblast ' ‘ Adipoblast
Os%eoblast

Abb. 2: Differenzierungspotential mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen.
Schematische Darstellung der Fahigkeit zur Selbsterneuerung der mesenchymalen Stammzellen
(MSZ) und deren Weiterdifferenzierung Uber mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
(MSPZ) hin zu ausdifferenzierten Zellen der mesodermalen Reihe. Abb. erstellt mit Servier

Medical Art von Servier.

Neben ihrer Differenzierbarkeit stellen MSPZ Uber Expression und Sekretion wichtige
Faktoren fur das sie umgebende Milieu zur Verfigung: So synthetisieren KM-MSPZ und
MSC verschiedene Kollagentypen, Fibronektin und Laminin und tragen somit
entscheidend zur Bildung der extrazellularen Matrix (EZM) im Knochenmark bei [49].
Sowohl priméare als auch osteogen differenzierte KM-MSPZ sowie die durch sie gebildete
EZM produzieren wichtige hamatopoietische Zytokine und unterstiitzen so maBgeblich
die Hamatopoiese (Tabelle 2); das Differenzierungspotential der MSPZ sowie ihre
direkten und indirekten Zell-Zell-Interaktionen stellen die Grundlagen fir ein intaktes KM-
Mikromilieu dar [50, 51].

Die aus KM-MSPZ hervorgehenden Osteoblasten sind Teil der endostealen
Knochenmarknische und als solche zentral an der Regulation der Proliferation,
Differenzierung und Migration der HSPZ beteiligt: Dies geschieht Uber die Sekretion
verschiedener Zytokine wie CXCL12 (CXC-Motiv-Chemokin 12) [52], G-CSF

6
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(Granulocyte-Colony Stimulating Factor) [53], SCF (Stem Cell Factor) [33] oder Angpt-1
(Angiopoietin-1) [54]. Auch Osteozyten, ausdifferenzierte Osteoblasten, kontrollieren
Uber die Sekretion von G-CSF die HSPZ [55]. Um die Arteriolen und Sinusoide der
perivaskuldren Nische herum befinden sich sogenannte CXCL12-Abundant Reticular
Zellen (CAR-Zellen), eine Subpopulation der KM-MSPZ, die insbesondere Uber die
Sekretion von CXCL12 eine SchllUsselrolle in der HSPZ-Regulation einnimmt [56, 57].

Die zu Osteoblasten und Osteozyten differenzierten MSPZ stellen einen hochrelevanten
Teil der Knochenmarknischen dar, sodass im Folgenden genauer auf die Differenzierung
der MSPZ zu Osteoblasten eingegangen wird.

1.1.4 Die Osteogenese

Der organische Anteil des Knochens besteht vor allem aus Kollagen und weiteren
Knochenproteinen wie Osteocalcin  (OCN), Osteonectin, Osteopontin  (OPN),
Thrombospondin und alkalischer Phosphatase (AP), welche von Osteoblasten und ihren
Vorlaufern, den MSPZ, sezerniert werden [58]. In der Knochenmatrix eingemauert
befinden sich ausdifferenzierte Osteoblasten, die Osteozyten. Die Knochenmasse
erwachsener Menschen wird im Gesunden durch die Balance von Knochenaufbau und
-abbau aufrechterhalten, wobei der Abbau von h&matopoietisch abstammenden
Osteoklasten gesteuert wird.

Auf molekularer Ebene sind zahlreiche Gene und Signalwege involviert, die die Bildung
der Osteoblasten sowie der Osteoklasten regulieren (Abb. 3 A). Die
Differenzierungsféahigkeit der MSPZ von Osteoblasten bis hin zu Osteozyten wird
schematisch in Abb. 3 B veranschaulicht. Dabei werden aufgrund der Komplexitat des
Themas und mit Blick auf den Fokus dieser Arbeit die folgenden Faktoren und
Signalwege erlautert, die insbesondere bei der Aufrechterhaltung der
Knochenmarknischen und der Regulation der Hamatopoiese sowie der Osteogenese
eine wichtige Bedeutung einnehmen und die in Teilen bereits aus den vorherigen

Kapiteln bekannt sind.

Mitglieder der TGF-B-Superfamilie (Transforming Growth Factor Beta), hierzu gehdren
auch die BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), binden an Transmembranrezeptoren,
welche daraufhin ihrerseits Smad-Proteine (Small Mothers Against Decapentaplegic)
phosphorylieren, die dann im Zellkern Transkriptionsfaktoren aktivieren [59, 60]. Auch
die MAPK (Mitogen-Activated Proteinkinase) ist in die Signaltransduktion der TGF-B-
Superfamilie involviert [61, 62]. Aktivierte Smads stimulieren die Expression von RUNX2

(Runt-Related Transcription Factor 2), einem Transkriptionsfaktor, der als essentiell fir
7
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die Osteogenese qilt [63-65]. TGF-B scheint jedoch je nach Reifestadium kontroverse
Wirkungen auf Osteoblasten zu haben: So ergaben einige Studien, dass TGF-B die
terminale Osteoblastendifferenzierung inhibiert [66]. Die pro-osteogenen BMP-Signale
werden unter anderem von EGF (Epidermal Growth Factor) noch signifikant verstarkt
[67].

Der Notch-Signalweg wird durch die Bindung von Liganden wie Delta-like und Jagged
an die extrazellulare Domane des Notch-Rezeptors aktiviert, was daraufthin zur
Freisetzung der intrazellularen Domane fuhrt (NICD = Notch Intracellular Domain) [68].
Diese wandert in den Zellkern und reguliert dort Zielgene wie Hes- und Hey-Proteine
[68]. Hes4 férdert die Osteogenese durch vermehrte Expression von RUNX2, OCN, OPN
und BSP (Bone Sialoprotein) [69]. Insgesamt kann die Aktivierung des Notch-
Signalwegs jedoch je nach Reifestadium der Zellen der osteoblastischen Linie
heterogene Effekte ausliben: So konnten auch supprimierende Effekte von Notch auf
die Osteoblastendifferenzierung nachgewiesen werden [70, 71]. Auch supprimierende
(Notch1, 3) sowie unterstitzende (Notch2) Aktivitaten auf die Entwicklung von
Osteoklasten werden Notch zugeschrieben [72, 73].

Als Rezeptoren fir Wnt-Liganden (Wingless Int) fungieren unter anderem FZD-
Transmembranproteine (Frizzled) zusammen mit LRP5/6 als Korezeptoren (Lipoprotein
Receptor-related Proteins) [74]. Die Aktivierung des FZD-Rezeptors hat zur Folge, dass
B-Catenin in den Zellkern wandert, dort als Transkriptionsfaktor fungiert und weitere
Transkriptionsfaktoren inklusive RUNX2 aktiviert [75].

Der Hedgehog-Signalweg wird Uber die Bindung von Hedgehog-Proteinen (Shh = Sonic
Hedgehog, |hh = Indian Hedgehog, Dhh = Desert Hedgehog) an den Ptch-Rezeptor
(Patched Rezeptor) getriggert. Als Folge der Bindung an Ptch wird dessen Inhibition von
Smo (Smoothened Rezeptor) unterbrochen, sodass Smo die Transkriptionsfaktoren
Gli1, 2, 3 (Glioma-Associated Oncogene) aktiviert [76]. Diese sorgen dann flr die
Expression von RUNX2 [77, 78].
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I Transkriptionsfaktoren: |

I
B S ., E3 gy
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Nukleus Y,
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osteogene Differenzierung:

MSPZ Osteoprogenitor Osteoblast Osteozyt

Abb. 3: Die osteogene Differenzierung der Mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen.
A Verschiedene Wege flhren zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche dann die
Genexpression von Osteocalcin, Osteopontin, alkalischer Phosphatase und Kollagen 1a
induzieren. B Die nun sezernierten Proteine sorgen fiir die osteogene Differenzierung der MSPZ.
MSPZ differenzieren zunachst lber die Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten und letztlich zu
den ausdifferenzierten Osteozyten. ALP (alkalische Phosphatase), BMP (Bone Morphogenetic
Proteins), COL1a (Kollagen 1 alpha), EGF (Epidermal Growth Factor), Gli (Glioma-Associated
Oncogene), HH (Hedgehog), NICD (Notch Intracellular Domain), OCN (Osteocalcin), OPN
(Osteopontin), PTCH (Patched), RUNX (Runt-Related Trancsription Factor), Shh (Sonic
Hedgehog), SMADs (Small Mothers Against Decapentaplegic), SMO (Smoothened), TGF-
(Transforming Growth Factor beta), Wnt (Wingless Int-1), YAP/TAZ (Yes-Associated Protein,
Transcriptional Co-Activator with PDZ-Binding Motif). Abb. modifiziert nach Zha et al.,

Amarasekara et al. [79, 80], erstellt mit Servier Medical Art von Servier.
9
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Bei YAP/TAZ (Yes-Associated Protein, Transcriptional Co-Activator with PDZ-Binding
Motif) handelt es sich um transkriptionelle Koaktivatoren, deren Aktivierung vom Hippo-
Kinasekern abhéangt: Ist der Hippo-Signalweg inaktiv, kbnnen YAP/TAZ im Zellkern
akkumulieren und verschiedene Transkriptionsfaktoren aktivieren [81]. Durch
Stabilisierung von B-Catenin macht YAP einen essentiellen Bestandteil der Osteogenese
aus [82]. Allerdings existieren auch fir YAP widersprichliche Forschungsergebnisse,
die dem Protein teilweise einen hemmenden Einfluss auf die Osteogenese zusprechen
[83].

RUNX2 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor fur die Osteoblastendifferenzierung,
Matrixproduktion und Mineralisierung wahrend der Knochenformation. Diese Effekte
werden ausgelbt durch Stimulation von Knochenmatrixproteinen wie Osteocalcin,
Osteopontin, Kollagen Typ 1 alpha 1 (Col1al), alkalische Phosphatase und
Knochensialoprotein  (BSP, Abb. 3) [84-86]. RUNX2 aktiviert auch den
Transkriptionsfaktor Osterix (Osx) [87], welcher ebenfalls Col1a1 [88], BSP [89], OPN,
OCN und AP induziert [90].

Insgesamt sind diese Wege jedoch keineswegs als unabhangige, ganzlich voneinander
abgeschlossene Signalkaskaden zu betrachten, vielmehr bedingen und beeinflussen
sich die jeweiligen Signale gegenseitig [91, 92].

1.2 Hamatologische Neoplasie — Das multiple Myelom

Das koordinierte Zusammenspiel aus zellularen und nicht-zellularen Bestandteilen der
Knochenmarknische ist entscheidend fiir den reibungslosen Ablauf von Hamatopoiese
sowie Osteogenese im Organismus. Ist dieser Ablauf gestért, kann dies in
verschiedenen Krankheiten minden — eine davon ist das multiple Myelom (MM),
welches im Folgenden aufgrund seiner Relevanz flr die vorliegende Arbeit genauer

erlautert wird.

1.2.1 Definition

Die Deutsche Gesellschaft fiir Himatologie und Onkologie definiert das MM als eine
hamatologische Neoplasie, die sich durch die unkontrollierte Vermehrung klonaler
Plasmazellen mit Infiltration des Knochenmarks kennzeichnet. Die durch die Erkrankung
entstehenden Endorganschaden &uBern sich insbesondere durch osteolytische
Knochenlasionen sowie eine hamatopoietische Insuffizienz; auch ein sekundarer

Immundefekt kann auftreten [93].
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Als ausdifferenzierte B-Lymphozyten besteht die Aufgabe der Plasmazellen in der
Sekretion von Immunglobulinen, welche aus je zwei identischen Schwerketten und
Leichtketten bestehen. Die durch die Erkrankung entarteten Plasmazellen produzieren
nun vermehrt monoklonale Immunglobuline oder deren Leichtketten (Bence-Jones-
Proteine), welche einerseits ihre urspringliche Funktion der Immunabwehr nicht mehr
wahrnehmen kdnnen und andererseits zuséatzliche Nebenwirkungen verursachen, wie
beispielsweise Nephropathien. Durch die ungehinderte Proliferation der Plasmazellen
kann es auBerdem zu einer Verdrangung der restlichen blutbildenden Zellen im
Knochenmark kommen [93].

Tritt eine Plasmazellproliferation lokal ohne systemische Beteiligung auf, spricht man
von einem sogenannten Plasmozytom, einer Sonderform des MM. Dieses kann sich im
Knochenmark oder als extramedulldres Plasmozytom manifestieren [94]. Mehr als die
Halfte der Patienten mit einem singuléren Plasmozytom des Knochenmarks entwickeln
im Krankheitsverlauf ein MM [95].

Die Diagnose des MM erfolgt nach den Kriterien der International Myeloma Working
Group und beinhaltet die in Abb. 4 aufgelisteten Kriterien. Der ,freie Leichtketten-
Quotient” bezieht sich dabei auf den Quotienten aus beteiligter und nicht-beteiligter
Leichtkette (Quotient valide ab einer Menge der monoklonalen Leichtketten von
mindestens 100 mg/l) [93].

11



Einleitung

4[ Diagnose MM ]—

2 10 % klonale 2 60 % klonale
Plasmazellen im Plasmazellen im
Knochenmark Knochenmark
und/oder oder
monoklonales abnormaler freier
Protein im Serum Leichtketten-Quotient
und/oder Urin 2 100 und betroffene
nachweisbar Leichtkette = 100 mg/I
und oder
Endorganschaden 2 1 Herdbefund
nachweisbar im MRT

Abb. 4: Diagnostische Kriterien fiir das multiple Myelom. MM = multiples Myelom. Modifiziert
nach Kortiim et al. [93] und erstellt mit www.diagrams.net.

Die Endorganschaden werden dabei durch die sogenannten CRAB-Kriterien definiert:
- Calcium: Hyperkalzéamie und/oder
- Renal: Niereninsuffizienz und/oder
- Anamie und/oder
- Knochen (engl. Bone): Knochendestruktion [96].

1.2.2 Epidemiologie

Nach dem Non-Hodgkin-Lymphom und den Leukéamien gilt das MM als die dritthdufigste
héamatologische Malignitdt in Deutschland. Im Jahr 2020 erkrankten Uber
6.700 Menschen in Deutschland neu am MM und Uber 4.000 Menschen mit MM-
Erkrankung verstarben [97]. Weltweit erkrankten im Jahr 2018 fast 160.000 Menschen
neu, im selben Jahr verstarben weltweit Gber 106.000 Menschen an der Erkrankung [98].
Das Risiko zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter rapide an: Nur etwa 1,5 % aller
Erkrankungen treten vor dem 45. Lebensjahr auf [99]. Bis zum Jahr 2040 wird aufgrund
des demographischen Wandels mit einem Anstieg der Inzidenz in Deutschland um etwa
30 % auf circa 8.500 Neuerkrankungsfélle im Jahr gerechnet [93]. Die relative
Uberlebensrate nach fiinf Jahren liegt bei ca. 56-58 %, nach zehn Jahren bei ca. 38 %
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[97]. Damit gehért die Krankheit zu den 15 Krebsarten in Deutschland, die am h&aufigsten
zu Todesféllen flhren [97].

1.2.3 Symptomatik

Es kommt erkrankungsbedingt zu zahlreichen Osteolysen, welche zu
Knochenschmerzen, Spontanfrakturen sowie hyperkalzdmischen Krisen flihren. Durch
Ablagerung von Kalzium und Leichtketten in den Nierentubuli oder der Basalmembran
der Glomeruli entwickeln 50 % der Patienten eine Niereninsuffizienz bis hin zur
Dialysepflichtigkeit. Weiterhin entstehen Zytopenien, insbesondere Andmien, die sich
zunéachst durch Midigkeit und Abgeschlagenheit &uBern, sowie ein Antikérpermangel-
Syndrom mit erhdhter Infektanfélligkeit. Bei zusatzlicher Thrombozytopenie kommt es zu
erhéhter Blutungsneigung.

1.2.4 Therapie und klinische Anwendung von Lenalidomid

Eine Therapieindikation besteht bei einer symptomatischen MM-Erkrankung im Rahmen
eines der CRAB-Kriterien (s. 0.) oder bei der Erflllung eines der sogenannten SLiM-

Kriterien:

- Sechzig: monoklonale Plasmazellen im KM = 60 %

- Leichtkette (engl. Light Chain): freie Leichtketten = 100 mg/I und Leichtketten-
Quotient 2 100

- MRT: mindestens 1 fokale Lasion = 5 mm [93].

Fir die Erstlinientherapie empfiehlt die Fachgesellschaft zur Diagnostik und Therapie
hamatologischer und onkologischer Erkrankungen in der deutschen Leitlinie zum MM
folgendes Schema, aus welchem auch die Relevanz von Lenalidomid in der Behandlung
des MM hervorgeht (Abb. 5):
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F{ Erstlinientherapie ]j

Patient fur
Hochdosistherapie
geeignet

J,

Induktionstherapie:
Anti-CD38-Antikorper +
Bortezomib +
Lenalidomid/Thalidomid +
Dexamethason

i

Hochdosistherapie mit autologer
Stammzelltransplantation (Melphalan)

l

ggf. 2. Hochdosistherapie mit autologer
Stammzelltransplantation

\%
2 Zyklen Induktionstherapie

v

Erhaltungstherapie mit Lenalidomid

Patient nicht far
Hochdosistherapie

geeignet’

l

Induktionstherapie:
Drei-/Vierfachkombination aus
Anti-CD38-Antikdrper und/oder

Bortezomib +
Lenalidomid +

Dexamethason?

l

Erhaltungstherapie:
Anti-CD38-Antikorper +
Lenalidomid +
Dexamethason
oder Lenalidomid-Monotherapie

Taufgrund von Komorbiditaten bzw.
Kontraindikationen gegen die
Hochdosistherapie

2anderes Schema bei MM-bedingter,
Dialyse-pflichtiger Niereninsuffizienz

Abb. 5: Schema der Erstlinientherapie des multiplen Myeloms. Modifiziert nach Kortiim et al.

[93] und erstellt mit www.diagrams.net.

Mit dem Wissen um die Invasivitat sowie die systemischen Folgen einer Erkrankung am
MM wird deutlich, dass eine effektive Therapie derselben essentiell ist beim Versuch,
den Fortschritt der Krankheit zu verlangsamen. Eine der bekannten
Therapiemdglichkeiten ist Lenalidomid, ein Thalidomid-Analogon, welches zu den
immunmodulierenden Substanzen (IMiDs, Immunomodulatory Imide Drugs) gehért [93].
Das Arzneimittel ist unter dem Namen Reviimid® (Celgene, Summit, New Jersey, USA)
zur Behandlung des MM, myelodysplastischer Syndrome, des Mantelzell-Lymphoms
und des Follikularen Lymphoms seit 2007 in der EU zugelassen [100]. Es wird als Kapsel
oral verabreicht, bis die Erkrankung nicht mehr kontrolliert werden kann oder die
Nebenwirkungen ein Fortfihren der Therapie nicht mehr zulassen [100].
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Die European Medicines Agency (EMA) schéatzt zahlreiche Nebenwirkungen von
Revlimic® bei Behandlung des MM als sehr héaufig ein, darunter: Neutropenie,
Leukopenie, Andmie, Thrombozytopenie, Entziindungen der oberen und unteren
Atemwege inklusive Husten sowie Gastroenteritis [100]. Es wird auBerdem diskutiert, ob
die Rate neuer primarer Neoplasien, wie beispielsweise des myelodysplastischen
Syndroms oder der akuten myeloischen Leukédmie, unter Lenalidomid-Therapie erhéht
ist[101, 102].

Lenalidomid bewies in einer Studie als Monotherapie in der Erhaltungstherapie bei
neudiagnostizierten Patienten nach erfolgter autologer Stammzelltherapie eine
Verldngerung des progressionsfreien Uberlebens auf 52,8 Monate verglichen mit
23,5 Monaten in den Kontrollgruppen [102]. Auch in einer britischen Studie zeigte sich
ein erhdhtes progressionsfreies Uberleben von 39 Monaten unter Lenalidomidtherapie
verglichen mit 20 Monaten in der Kontrollgruppe [103].

Ahnliche Ergebnisse konnten durch Lenalidomid in Kombination mit Dexamethason bei
Patienten mit refraktdrem oder rezidivierendem MM im Vergleich zur Kontrollgruppe
erzielt werden: Sowohl die Zeit bis zur Progression der Erkrankung als auch das
Therapieansprechen und das Gesamtlberleben wurden durch Lenalidomid signifikant
verlangert [104, 105].

Wenngleich das MM noch immer unheilbar ist, so konnte in den letzten Jahrzehnten
doch ein beachtlicher Fortschritt in der Therapie erzielt werden: Kumar et al. fihren dies
vor allem auf die Einflhrung der autologen Stammzelltherapie (USA 1996) und neuer
Medikamente (USA Thalidomid 1999, Bortezomib 2003, Lenalidomid 2005) zurtick [106].

1.2.5 Das Tumormikromilieu des multiplen Myeloms

Angesichts der physiologischen Bedeutung der Knochenmarknischen ergibt sich, dass
beim MM — einer Erkrankung, die mit der Infiltration des Knochenmarks durch maligne
Plasmazellen einhergeht — dem KM-Mikromilieu eine zentrale Rolle im
Krankheitsprozess zukommt. In diesem Zusammenhang ricken die Interaktionen
zwischen Myelomzellen und h&matopoetischen bzw. mesenchymalen Stamm- und
Vorlauferzellen zunehmend in den Fokus wissenschaftlicher

Untersuchungen.Schematisch sind diese Interaktionen in Abb. 6 dargestellt.

Das KM-Mikromilieu nimmt eine essentielle Rolle fir das Wachstum, Uberleben und die
Resistenz der MM-Zellen gegeniiber Medikamenten ein: Die MM-Zellen sowie weitere
Zellen des KM-Mikromilieus, insbesondere die MSPZ, sezernieren Zytokine und
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Wachstumsfaktoren, die auf Proliferation, Uberleben, Migration und Therapieresistenz
der MM-Zellen einen erheblichen Einfluss auslben [9, 107]. Die Sekretion dieser
Faktoren wird dabei verstarkt durch Zell-Zell-Kontakte sowie durch positive Feedback-
Mechanismen, bei denen die Sekretion eines Stoffs die eines weiteren begulinstigt [9].

Die malignen Zellen scheinen sich hierbei etablierter Achsen der Knochenmarknischen
zu bedienen und somit die fein regulierte Kommunikation innerhalb dieser zu stéren und
aus dem Gleichgewicht zu bringen. Dabei leisten vor allem die MSPZ, aber auch die
anderen Zellen des Knochenmarks wie Osteoblasten, Osteoklasten, Endothelzellen,
Stromazellen, Fibroblasten, Adipozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und
Lymphozyten einen Beitrag zur Pathogenese des MM [108].

MM-Zell-Proliferation,
Uberleben, Migration, MSPZ

Medikamentenresistenz - :t} > [AR*
-0 |
L 4 — RANK-L :
- Osteoklasten
~ B Jagged-1,2
IL-6 TOF-E  Integrine
VEGF VEGF\ —_— Notch-1,2,3 vermehrte
HGF - *’___"______,L,G Knochenresorption,
TNF-a y) \ verminderte
NF-xB @ 1 Runx2 Osteogenese
Y «—— N __/ \E‘&FI Sup HH
IL-6 Myelomzelle THF-{X\/ '\"x;m
Immunzellen A
BMP-2 T~ TAZ
TGF-B ‘ TGF-p—1
Immunmodulation Osteoblasten
/ VEGF
/\ HGF
‘ O/' l
HSPZ — —_—

Erythropoiese Endothelzellen

Abb. 6: Die Myelomzelle und ihre Interaktionen mit Bestandteilen des Knochenmark-
Mikromilieus. BMP (Bone Morphogenetic Proteins), Dkk1 (Dickkopf 1), HGF (Hepatocyte
Growth Factor), HH (Hedgehog), HSPZ (hédmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen), IL
(Interleukin), MM (multiples Myelom), MSPZ (mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen), NF-
kB- (Nuclear Factor 'kappa-Light-Chain-Enhancer’ of Activated B-Cells), RANK-L (RANK-Ligand),
RUNX2 (Runt-Related Transcription Factor), TAZ ( Transcriptional Co-Activator with PDZ-Binding
Motif), TGF-B (Transforming Growth Factor beta), TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), Wnt (Wingless Int-1). Abb. modifiziert nach Podar et al. [9]

und erstellt mit Servier Medical Art von Servier und www.diagrams.net.
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Die Ansiedlung der malignen Plasmazellen im Knochenmark wird unter anderem Uber
den Chemokinrezeptor CXCR4 und seinen Liganden CXCL12 reguliert [109], der auch
auf den Verbleib der HSPZ im KM einen entscheidenden Einfluss ausibt (Kap. 1.1.2).
Uber diese Achse kdnnen die MM-Zellen, die CXCR4 auf ihrer Oberflache tragen, mit
den Zellen der Knochenmarknische in Verbindung treten [110], da CXCL12 von MSPZ,
Endothelzellen, Osteoblasten und MM-Zellen selbst exprimiert wird [52, 111-113].

Die MM-Zellen sind hierbei auf die Présenz der im Knochenmark vorkommenden Zellen
angewiesen [9]: So heften sich die MM-Zellen zun&chst innerhalb des Knochenmarks
an, indem sie mit den MSPZ und Extrazellulérproteinen wie Fibronektin und Kollagen
Uber Adhasionsmolekule interagieren (u. a. VLA-4 = Very Late Antigen 4, CD44, ICAM
= Intercellular Adhesion Molecule 1, VCAM = Vascular Cell Adhesion Molecule) [108,
114]. Diese Adhasion wirkt sich auf die Krankheitsprogression und ihre Prognose aus,
beispielsweise indem eine durch Medikamente induzierte Apoptose verhindert und somit
ein Uberlebensvorteil der neoplastischen Zellen generiert wird (sogenannte
CAM-DR = Cellular Adhesion-Mediated Drug Resistance) [115, 116].

Uber die Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie die direkte Zelladhasion werden
sowohl in den Tumorzellen als auch in den MSPZ Signalkaskaden aktiviert. Dies fuhrt
unter anderem zu einer gesteigerten Sekretion proproliferativer, antiapoptotischer und
chemotaktischer Zytokine, dazu gehérend IL-6 (Interleukin-6), CXCL12, IGF-1 (Insulin-
Like Growth Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), NF-kB- (Nuclear Factor
'kappa-Light-Chain-Enhancer' of Activated B-Cells) und VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), welche wiederum den Fortschritt der Erkrankung begtnstigen [108, 114,
117]. Die von den MSPZ sezernierten Stoffe triggern auch Aktivierungswege wie
Jagged/Notch, welche mit vermehrter Proliferation der MM-Zellen und verstarkter IL-6-
Sekretion assoziiert werden [118]. Die Produktion von VEGF durch die MSPZ regt die
Angiogenese an, wodurch das Sauerstoffangebot fir die Myelomzellen gesteigert wird.
Eine hohe Kapillardichte als Indikator fir Angiogenese korreliert klinisch mit

fortschreitender Erkrankung und einer schlechteren Prognose [119].

Aufgrund der aktivierten Signalkaskaden sezernieren neben den MSPZ, T-Zellen,
gesunden B-Zellen und Monozyten auch die malignen Plasmazellen selbst vermehrt
IL-6, was wiederum die Zytokinproduktion der MSPZ erhéht [120]. Es entsteht ein
positiver Feedback-Mechanismus, der die Krebszellen bei der Proliferation und ihrem

Widerstand gegenilber apoptotischen Signalen unterstitzt [121-123].
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Insgesamt flihren die Adh&sionsprozesse zu einer festen Verankerung der Krebszellen
im Knochenmark, wo eine kontinuierliche Stimulation mit den fiir sie wichtigen Zytokinen

und Adhasionsmolekllen gewéhrleistet ist [124].

Angesichts des Ursprungs des MM im Knochenmark ist davon auszugehen, dass
Stérungen der zellularen und molekularen Kommunikation innerhalb der
Knochenmarknischen die physiologischen Prozesse der Hamatopoiese und
Osteogenese erheblich beeintrachtigen. Diese pathophysiologischen Prozesse werden
in den folgenden Kapiteln behandelt.

1.2.6 Die gestorte Himatopoiese beim multiplen Myelom

Bei Erstdiagnose des MM wird bei 73 % der Patienten bereits eine Andmie festgestellt
[125], circa 40 % stellen sich mit Fatigue-Symptomen aufgrund der Anamie vor [93]. Das
Vorhandensein der Andmie gilt als ausreichendes Kriterium flr eine
Behandlungsindikation. Der exakte Ablauf hinter der unterdriickten Hamatopoiese ist
bisher nicht génzlich erforscht [126]. Bekannte Mechanismen sind unter anderem direkte
zytotoxische Effekte der MM-Zellen auf HSPZ [127, 128] sowie die physische
Verdrangung der HSPZ aus ihrer Stammzellnische im Knochenmark durch infiltrierende
MM-Zellen [129].

Veranderung im MM Auswirkung auf die Hamatopoiese
veranderte Aktinstruktur, reduzierte CD44- reduzierte Adhasion und Migration der HSPZ
Expression der HSPZ [126] [126]

vermehrte TGF-B-Aktivitat in HSPZ, am supprimierte Erythropoiese, antiproliferative
ehesten bei erhdhter Sekretion durch Effekte auf HSPZ [126]

Plasmazellen und MSPZ [126]

reduzierte EPO-Produktion bei Nephropathie  Apoptose EPO-abhangiger HSPZ [131, 132]
[130]

erhdhte Hepcidin-Sekretion durch vermehrte  hemmt Eisenaufnahme fir
BMP2-Produktion von MM-Zellen [133] Hamoglobinproduktion [132]

Tabelle 3: Beobachtete Verdanderungen des Knochenmark-Mikromilieus des Multiplen
Myeloms mit einhergehender insuffizienter Hamatopoiese. BMP = Bone Morphogenic
Protein, EPO = Erythropoietin, HSPZ = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen, MSPZ =
mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen, TGF-B = Transforming Growth Factor (.
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Bereits bekannte respektive diskutierte Veranderungen, die zu der Entstehung einer
Anamie bei Patienten mit MM beitragen, sind schematisch in Tabelle 3 dargestellt.

Bruns et al. beschrieben im Knochenmark von MM-Patienten nicht nur einen quantitativ
verminderten Anteil an HSPZ, sondern auch eine qualitative funktionelle
Beeintrachtigung. Diese zeigte sich insbesondere mit Blick auf die
Selbsterneuerungskapazitat als auch auf die proliferative Aktivitat der HSPZ mit einem
verminderten Migrations- und Adhéasionspotential und vermehrtem Zellzyklusarrest
verglichen mit HSPZ gesunder Spender [126]. Bruns et al. berichten darliber hinaus von
einer signifikant eingeschrankten Unterstlitzung der HSPZ durch MSPZ von MM-
Patienten. Dieser Effekt konnte durch TGF-B-Blockade rickgangig gemacht werden.

Bruns et al. gehen davon aus, dass die HSPZ der MM-Patienten keinen malignen
Phanotyp per se besitzen und fanden heraus, dass bei Transplantation von MM-HSPZ
in gesundes Knochenmark die Differenzierungsfahigkeiten der HSPZ wiederhergestellt
waren. Dies spricht dafiir, dass die MM-HSPZ einer reversiblen funktionellen Stérung
bedingt durch MM-verursachte Einflisse auf das Mikromilieu erliegen [126].

1.2.7 Die gestorte Osteogenese beim multiplen Myelom

Die Auswirkungen invadierender MM-Zellen im Knochenmark spiegeln sich auBerdem
in einer Manipulation der Knochensubstanz wider. Insgesamt tragt das durch das MM
veranderte KM-Mikromilieu zu einer verminderten Osteoblastenaktivierung und
verstarkten  Osteoklastenbildung mit  gesteigerter  Fahigkeit ihrerseits  zur
Knochenresorption bei [134, 135].

Fir MSPZ von MM-Patienten im Vergleich zu MSPZ gesunder Spender wurden
verminderte osteogene sowie adipogene und chondrogene Differenzierungskapazitaten
beschrieben. Die Zellen proliferierten insgesamt langsamer und gingen friher in einen
Zellzyklusarrest Uber [126].

Einige der erforschten Mechanismen, die zur Entstehung der sogenannten Myeloma
Bone Disease (dt. Myelom-Knochenkrankheit) beitragen, bei der Patienten Uber einen
massiven Knochenabbau klagen, sind in Tabelle 4 dargestellt. Dabei wird deutlich, dass
die verschiedenen Signalwege, die bereits in Kapitel 1.1.4 Gber die Osteogenese
erlautert wurden, im Mikromilieu des MM Veranderungen unterliegen, die zu einer
Einschrankung der Osteogenese fiihren.
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Veranderter Signalweg im MM Knochenstoffwechsel im MM

BMP-Inhibition durch vermehrt exprimiertes HGF
[136]

TGF-B-induzierte Unterbrechung der
Osteoblastendifferenzierung im MM-Mikromilieu
[137]

vermehrte Aktivierung von Notch-Isoformen, die vermehrte Osteoklastenentwicklung

die Osteoklastogenese stimulieren [138] inhibierte Osteoblastenentwicklung
Whnt-Antagonisierung durch Dkk1 [139, 140]
HH-Inhibition durch Gli-Inhibition [141]
unterdriickte TAZ-Expression durch TNF-a

unterdriickte RUNX2-Aktivitat [142]

Tabelle 4: Verdnderungen des Knochenmark-Mikromilieus, die zur eingeschriankten
Osteogenese im Multiplen Myelom beitragen. BMP = Bone Morphogenic Protein, Dkk

Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor, Gli = Glioma-associated Oncogene, HGF

Hepatocyte Growth Factor, HH = Hedgehog, RUNX = Runt-related Transcription Factor, TAZ =
Transcriptional Co-Activator with PDZ-Binding Motif, TGF-B = Transforming Growth Factor (3,
TNF-a = Tumor Necrosis Factor a, Wnt = Wingless Int.

1.3 Lenalidomid und das Knochenmark-Mikromilieu: Stand der
Forschung

Die IMiDs besitzen pleiotrope Eigenschaften, die sie gegen das MM einsetzbar machen.
Die Ergebnisse bisheriger Studien weisen auf immunmodulatorische [143, 144] sowie
antiangiogenetische [145] und antiproliferative [146] Wirkmechanismen hin. Diese
werden in Abb. 7 veranschaulicht.

Ein zentraler Bestandteil des Wirkmechanismus von Lenalidomid besteht in der
Unterbrechung der Interaktionen zwischen malignen Plasmazellen und der
Knochenmarknische: So wird insbesondere die Zytokinproduktion sowie die Expression
der Adhasionsmolekille durch Lenalidomid deutlich heruntergefahren [123]. Es erfolgt
einerseits eine direkte Hemmung der Adhasion von MM-Zellen an MSPZ (ber eine
Reduktion der CXCL12-Sekretion von MSPZ, sodass die CXCR4/CXCL12-Achse (Kap.
1.2.5) nicht mehr greifen kann [147]. Daneben reguliert Lenalidomid die Expression
verschiedener fiir das Uberleben der Tumorzellen wichtiger Zytokine herunter, die auch
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in der Inflammation eine Rolle spielen (darunter IL-6, IL-1B, IGF-1, VEGF und TNF-a)
[148-151]. Folglich reduziert sich die Anzahl an Adhasionsmolekllen wie VCAM1 und
ICAM1 flUr die Interaktion zwischen MM-Zellen und MSPZ [152]. Mittels dieser
Inhibierungen sowie der Herunterregulation der verschiedenen Zytokine und léslichen
Faktoren schafft es Lenalidomid, einen entscheidenden Teil des positiven Feedback-
Mechanismus zu durchbrechen, der die Proliferation und den Uberlebensvorteil der
malignen Plasmazellen férdert [153].

MM-Zelle MSPZ
y W Adhasion der MM- - 7’ -
V) o | Zellen an MSPZ o b R \ -
.I\ @./ T . \ : ol
Ykmsek’ret/
PR @ o
5 ¢ ® o
= @ . Y ©)
4 e®o
Proliferation \
/ A\ 4
S ®
‘%
Immunzellen
Osteoklast
Angiogenese
Cereblon
MM- Zelle
Apoptose

Abb. 7: Lenalidomid hemmt die Interaktion von Myelomzellen und mesenchymalen Stamm-
und Progenitorzellen. Unter Lenalidomidbehandlung wird die Zytokin-Sekretion aus MM-Zellen
sowie MSPZ erheblich eingeschrankt. Dies hat einerseits eine verminderte Adhasion von
Myelomzellen an die MSPZ sowie andererseits eine fehlende Unterstiitzung der Proliferation der
Tumorzellen und der Angiogenese zur Folge. Der positive Feedback-Mechanismus, mit dem die
Myelomzellen ihre eigene Proliferation und ihr Uberleben sichern, wird so unterbrochen.
Lenalidomid unterstiitzt Cereblon bei der Ubiquitinierung von Aiolos und lkaros. T-Zellen und
natdrliche Killerzellen werden aktiviert und Gben Antitumoreffekte aus. MM-Zelle = Myelomzelle,
MSPZ = Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen. Abb. erstellt mit Servier Medical Art von
Servier und www.diagrams.net.

Die reduzierte Adhasion von Tumorzellen an MSPZ entzieht den MM-Zellen die pro-
proliferativen und antiapoptotischen Signale, sodass Lenalidomid ebenfalls dazu
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beitragen kann, die CAM-DR zu Uberwinden und somit wieder das Ansprechen der
Patienten auf weitere Medikamente zu steigern [154].

Als essentielles Zielprotein von Lenalidomid wurde Cereblon (CRBN) identifiziert, eine
Schlisselkomponente des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes [155]. Durch Bindung von
Lenalidomid wird die durch CRBN induzierte Ubiquitinierung und daraus folgende
Degradierung der Zinkfingerproteine Aiolos (IKZF3) und lkaros (IKZF1) verstarkt [156,
157]. IKZF1 und IKZF3 spielen eine wichtige Rolle bei der B-Zell-Differenzierung und
sind in MM-Patienten vermehrt exprimiert [158]. Der Abbau von IKZF1 und IKZF3 scheint
zytotoxische Effekte auf die Myelomzellen auszulben, insbesondere durch
Herabregulierung der Proteine IFN Regulatory Factor 4 (IRF4) sowie MYC [159, 160].

Lenalidomid und andere IMiDs kbénnen auch bei Patienten mit einer Resistenz
gegentber der konventionellen Chemotherapie und Rezidiven unter Therapie eingesetzt
werden [93]; doch auch gegeniiber Lenalidomid kann es zu einer Resistenzentwicklung
kommen. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht ganzlich geklart. Einen
Beitrag dazu leisten unter anderem Veranderungen im KM-Mikromilieu [161], das
Hyaluronsdure-Bindeprotein CD44 [162], Cereblon-Mutationen und eine verstéarkte IL-6-
Sekretion [163].

1.3.1 Lenalidomid und die Hamatopoiese

Die Hamatopoese gehért zu den zentralen Funktionen des Knochenmarks, wird jedoch
im Rahmen des MM infolge der malignen Infiltration erheblich beeintrachtigt. Vor diesem
Hintergrund stellt sich die Frage, ob und in welchem AusmafB Lenalidomid die
Hamatopoese beeinflusst.

Wilk et al. untersuchten in einer Studie, wie sich eine sechsmonatige
Lenalidomidbehandlung auf die Hamatopoiese von Patienten nach Chemotherapie und
Stammzelltransplantation auswirkt. Hierbei fanden sie bei gleichbleibender Zahl an
CD34+HSPZ eine Verschiebung mit einer verminderten Myelopoiese und einer
erhéhten Erythropoiese unter Lenalidomidbehandlung in vivo. Darlber hinaus
beschrieben sie ein erhdhtes fetales Hamoglobin mit folglich unreiferen erythroiden
Zellen [164]. Ferner konnten sie zeigen, dass eine Lenalidomidtherapie durch eine
Blockade des TGF-B-Signalwegs, welcher die HSPZ in einem Ruhezustand halt (s.
1.1.2), die Erythropoiese férdert [164]. Als weiterer Mechanismus der Férderung der
Erythropoiese wird die supprimierte TNF-a-Produktion unter Lenalidomid diskutiert,
welches die Erythropoiese inhibiert [165-167].
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Kontrar dazu sahen Koh et al. unter Pomalidomid-Behandlung (ein weiteres IMiD und
Thalidomid-Analogon) in vitro in HSPZ aus gesunden Spendern eine Verlagerung hin zu
verstarkter Myelopoiese und unterdrlickter Erythropoiese, unter anderem durch
Herunterregulierung von GATA1 (GATA Bindeprotein 1, einem essentiellen
regulatorischen Protein der Erythrozytenentwicklung und -funktion [168]) [169].

Insgesamt fallt bei ungefahr 5% der Patienten unter Lenalidomid-Behandlung eine
Anamie als Nebenwirkung auf [170]. Im klinischen Alltag wird teilweise eine Besserung
der Andmie mit einem Anstieg des Hamoglobin-Werts unter Lenalidomid-Behandlung
beobachtet [171], wobei unklar ist, ob Lenalidomid direkte pro-hadmatopoietische Effekte
ausUbt oder ob indirekte Effekte durch eine Reduktion der Tumorlast Gberwiegen.

1.3.2 Lenalidomid und die Osteogenese

Ein GroBteil der MM-Patienten klagt Uber osteolytische Knochenlasionen, die nicht nur
Schmerzen und einen Stabilitatsverlust verursachen, sondern auch weitere systemische
Folgen nach sich ziehen, beispielsweise durch einen erhdéhten Calcium-Gehalt im Blut
und daraus folgender Nierenfunktionseinschrankung (Kap. 1.2.3). Daher ist eine
mogliche medikamentése Verlangsamung oder sogar Unterbrechung des
Knochenabbaus von groBer therapeutischer Relevanz.

Ein glnstiger Effekt Lenalidomids auf den Knochenstoffwechsel wird durch
verschiedene Publikationen dargestellt: So hemmt Lenalidomid die Bildung von
Osteoklasten und damit die Knochenresorption [172-174]. Ob Lenalidomid hingegen
auch die Osteogenese fordert, wird kritisch diskutiert: Es existieren sowohl einige
Fallberichte und in vitro Studien, die eine induzierte Knochenbildung durch Lenalidomid
beschreiben [175, 176], als auch solche, die fur Lenalidomid lediglich die Hemmung der
Osteoklastenbildung ohne pro-osteogene Effekte nachweisen konnten [177].

Neben einer direkten Inhibition der Osteoklastenreifung und ihrer Aktivierung [178]
wurde auBerdem unter Lenalidomidbehandlung eine reduzierte Aktivierung des Notch-
Signalwegs Uber die MSPZ beobachtet, was zu erhdhter Expression osteogener
Proteine flihrte [176].

1.4 Ziel der Arbeit

Das KM-Mikromilieu spielt eine entscheidende Rolle bei der Proliferation und dem
Uberleben der MM-Zellen im Knochenmark sowie fiir den Fortschritt der Erkrankung. Ein
GroBteil der MM-Patienten leidet bereits bei Erstdiagnose oder im Verlauf der

Erkrankung an einer Anamie sowie an osteolytischen Knochenlédsionen. Die
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Mechanismen, die hierzu flhren, sind bisher noch nicht ganzlich verstanden (Kapitel
1.2.6 und 1.2.7). Mit dieser Arbeit soll ein Beitrag zu einem besseren Verstandnis der
Pathogenese hinter Anamie und Knochenlasionen sowie den generellen Veranderungen
des KM-Mikromilieus bei MM-Patienten geleistet werden, um Ablaufe ausfindig zu
machen, die zuklnftig womdglich in Therapien unterdriickt werden kénnten. Hierflr
werden HSPZ sowie MSPZ von MM-Patienten mit HSPZ und MSPZ von gesunden
Probanden hinsichtlich ihrer funktionellen und molekularbiologischen Eigenschaften
verglichen.

Lenalidomid stellt ein essentielles Medikament in der Behandlung des MM dar, welches
sowohl das progressionsfreie als auch das gesamte Uberleben der Patienten
nachweislich verlangert. Inwiefern Lenalidomid auf die EZM des Knochenmarks und
dabei insbesondere auf die dort ansassigen HSPZ und MSPZ und damit auf die
Hamatopoiese und Osteogenese wirkt, ist bisher noch nicht ganzlich beschrieben. Somit
ist das Ziel dieser Arbeit, die Effekte von Lenalidomid auf HSPZ und MSPZ von MM-
Patienten und somit auch auf das KM-Mikromilieu des MM zu untersuchen. Hierfur
werden HSPZ und MSPZ von MM-Patienten mit Lenalidomid inkubiert und dann
funktionell und molekularbiologisch mit nativen Zellen verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

Name

Material und Methoden

Hersteller

Allgemeine Materialien und Chemikalien

Aqua dest. (destilliertes Wasser)

Cryo.s™ Einfrierréhrchen (2 ml)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Eppendorf Tubes (1,5 ml, 2 ml)
Falconréhrchen (15 ml, 50 ml) CELLSTAR®
Formaldehyd (4 %)

Formaldehyd (Methanol Free, 10 % UltraPure)
PBS pH 7,3

SafeSeal-Tips® Premium Line
Schottflaschen

Stripette® Corning® Costar®

Fresenius Kabi AG, Homburg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Otto Fischer GmbH, Saarbricken
PolySciences Inc., Warrington, PA USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Biozym, Hamburg

DURAN Group GmbH, Wertheim
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA

Spezifische Materialien und Chemikalien zur MNC-Isolation/CD34*- & CD138*-

Selektion

Biocoll Separating Solution (Ficoll)
CD34*-MicroBead Kit (human)
CD138*-MicroBead Kit (human)

Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure, 0,5 M)
Humanes Serumalbumin (HSA 5 %)

LSM 1077 Separationsmedium

Lysepuffer

MACS® Separation Columns (25 LS Columns)

MidiMACS Magnetischer Zellseparator

Pre-Separation-Filter 0,2 pm

25

Biochrom AG, Berlin

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
CSL Behring GmbH, Hattersheim
PAA Laboratories GmbH, Célbe
Zenralapotheke Uniklinik Disseldorf

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Partec, Minster
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Spezifische Materialien und Chemikalien Zellkultur/Zellkulturexperimente

B-Glucosephosphat

Alizarinrot

Ascorbinsaure

Bottle-Top-Filter (150 ml) Unitear® Corning Inc.
Braun Inject 20 ml mit Luer-Lock
Dexamethason

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, low
glucose 1 g/l, high glucose 4,5 g/l)

FBS (Fetal Bovine Serum)

FLT3 (FMS-related Tyrosine Kinase 3)
Hydrocortison

Interleukin-3 (IL-3)

Interleukin-6 (IL-6)

Lenalidomid =z 95 %

Methylzellulose MethoCult H4434 Classic

Minisart® Spritzenvorsatzfilter 0,45 um
Myelocult H5100

Penicillin/Streptomycin/L-Glutamin
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
SCF (Stem Cell Factor)

ThinCert™ fir 6-Wellplatten

Trypanblau

Zellkulturplatten adhéarente Zellen (6-, 12-, 24-
Well)

Zellkulturplatten Suspensionszellen (6-, 12-, 24-
Well)

Zellkulturflaschen adhéarente Zellen (T25 cm?, T75
cm?)

Zellkulturflaschen Suspensionszellen (T25 cm?,
T75 cm?)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Corning Costar, NY USA

B. Braun, Meisungen
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA

Biochrom AG, Berlin

Peprotech, Rocky Hill, NJ USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

StemCell Technologies, Vancouver,
Kanada

Satorius AG, Géttingen

StemCell Technologies, Vancouver,
Kanada

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ USA

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich
Biochrom AG, Berlin
Corning Costar, NY USA

Corning Costar, NY USA

Corning Costar, NY USA

Corning Costar, NY USA
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Spezifische Materialien und Chemikalien Molekularbiologie

10 mM dNTP Mix
phosphate)

5x First Strand Buffer

Ambion® DEPC-Treated Water

DTT 0,1 M (Dithiothreitol)

Eppendorf PCR-GefaBe 0,2 ml
Ethanol
Ethanol absolut

Oligo(dT)12-18 Primer (50 uM)

PCR-Reaktionsplatte (96-Well)

Phusion® High-Fidelity PCR Kit,
Polymerase

Power SYBR Green PCR Mastermix
QIA Shredder
RNase-Free DNase Set

RNaseOUT™ (40 U/pl)

RNeasy Micro Kit
RNeasy Mini Kit
B-Mercaptoethanol

SuperScript® Il System for RT PCR (200 U/ pl)

(Desoxyribonukleotidtri-

Tag DNA

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

Applied Biosystems, Warrington, UK

Finnzymes/Thermo Scientific, Schwerte

Applied Biosystems, Warrington, UK
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA

Invitrogen™ by life technologies, Carlsbad,
USA

Gerate

Biofuge® fresco Heraeus

Brutschranke/Inkubatoren: Heraeus HERA cell

Eppendorf Mastercycler® gradient
Mikroskop: ZEISS Axiovert 25

Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Eppendorf, Hamburg
ZEISS, Oberkochen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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PCR Plattenzentrifuge PerfectSpin P PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Pipetus® Akku Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt

Pippette: Eppendorf Research® Eppendorf, Hamburg

StepOne Plus™Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Vortexer REAX top Heidolph Instruments, Schwabach

Zellzahlgerat: CASY® Cell Counter and Analyser OLS OMNI Life Science GmbH & Co. KG,

System Model TT Bremen

Software

EndNote X9 Clarivate Analytics, Boston, MA, USA

ND-1000 V 3.5.2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

ImageJ/Fiji National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA

BioVoxxel Toolbox BioVoxxel, Ludiwgshafen am Rhein

Office Home & Student 2016 (Excel, Word) Microsoft, Redmond, WA, USA

GraphPad Prism Version 8.0.0 fir Windows GraphPad Software, San Diego, CA, USA

SPOT Basic Image Capture Software Diagnostic  Instruments, Inc., Sterling
Heights, MI USA

StepOne Software v2.1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

2.2 Primer

Die verwendeten Primer wurden vom hamatologischen Forschungslabor des
Universitatsklinikums Dusseldorf unter wissenschaftlicher Leitung von Frau Dr. Stefanie
Geyh zur Verfligung gestellt.
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Primerpaar NM-Sequenz  Sequenzen 5'->3° Annealing- ProduktgroBe
temperatur [BP]

GAPDH NM_002046.4  fwd: 60 °C 110
TGCACCACCAACTGCTTAGC
rev:
ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT
G

c-kit NM_000222.2  fwd: 60 °C 199
GCTCCAATGTGTGGCAGCAG
rev:
ACATTCAACCGTGCCATTGTG
C

CXCR4 NM_003467.2  fwd: 60 °C 131
GCATGACGGACAAGTACAGG
C
rev:
GACATGGACTGCCTTGCATA
GG

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Primer.

2.3 Herkunft der Zellen

2.3.1 Zelllinien
Es wurden die Myelom-Zelllinien RPMI-8226 und INA-6 (Leibniz-institut DSMZ Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) verwendet.

2.3.2 Primarzellen

In dieser Arbeit verwendete Zellen wurden nach erteiltem Einverstandnis der Patienten
aus Huftgewebe von hdmatologisch gesunden Patienten, die in der Klinik fir Orthopadie
und Unfallchirurgie des Universitéatsklinikums Dulsseldorf und des Universitatsklinikums
Kéln einen Hiftgelenkersatz erhielten und aus Knochenmarksbiopsien von an multiplem
Myelom erkrankten Patienten des Universitatsklinikums Dusseldorf gewonnen
(Studiennummer des Ethikvotums der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
Dusseldorf: 2019-511_1). Die Patientencharakteristika sind Tabelle 6 zu entnehmen.
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Hématologisch gesunde Probanden: CD34+-HSPZ MSP2
Anzahl 4 3
Medianes Alter in Jahren (Spanne) 69,5 (59-83) 71 (35-83)
Weiblich 3 2
Ménnlich 1 1
Myelom-Patienten: CD34+-HSPZ MSPZ
Anzahl 5 2
Medianes Alter in Jahren (Spanne) 60 (27-68) 61 (50-72)
Weiblich 2 0
Mannlich 3 2

Tabelle 6: Patientencharakteristika der gesunden Probanden sowie der Myelom-Patienten.

2.3.3 Isolation mononuklearer Zellen aus dem Knochenmark

Zur Isolation der mononukledren Zellfraktion (MNC) aus dem Knochenmark wurde
zunachst das Volumen des Knochenmarkaspirats bestimmt und auf 15 ml Ficoll (Dichte
1.077 g/ml, LSM 1077 Separationsmedium, PAA Laboratories GmbH, Célbe)
geschichtet. Durch Dichtegradientenzentrifugation ohne Bremse (835 g/ 20 min/ 20 °C)
konnte eine Aufteilung des Knochenmarks in verschiedene Phasen erreicht werden.
Hierbei stellte sich die MNC-Fraktion als weiBer Ring unterhalb des Plasmas dar
(sogenannte Interphase). Die Interphase wurde vorsichtig abgenommen, in ein neues
50 ml Falcon Gberfuhrt und nach zweimaligem Waschen mit PBS erneut zentrifugiert
(305 g, 10 min, 4 °C). AnschlieBend wurde das Zellpellet von méglichen Erythrozyten
bereinigt. Zu diesem Zweck wurde das Pellet in 10 ml 4 °C kalter Ammoniumchlorid-
Lésung resuspendiert und far 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen zweimal mit MACS Puffer (Magnetic Activated Cell Sorting, 500 ml PBS + 1,5 ml
HSA (5 %) + 1,5 ml EDTA (0,5 M)) gewaschen und erneut zentrifugiert (305 g, 10 min,
4 °C). Die Zellen wurden erneut in MACS resuspendiert und die Bestimmung der Zellzahl
wurde am CASY® Zellzahler TTC ermittelt (2.4.4). Die aufgereinigten MNC wurden
entweder zur Generierung von MSPZ (2.3.4) oder zur Isolation von CD34+-HSPZ (2.3.5)

verwendet.
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2.3.4 Generierung Mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen

Far die Generierung der MSPZ wurde das durch Dichtezentrifugation (2.3.3) gewonnene
Pellet aus MNC in einer Zelldichte von 0,3x108/cm2in MSPZ-Medium (2.4.3) ausplattiert.
Das Medium der Primé&rkulturen wurde wdchentlich gewechselt, nach circa 14-21 Tagen
traten Kolonien hervor (CFU-F), welche gezahlt wurden. Die Zellen wurden daraufhin
geerntet, die MSPZ wuchsen als Feederlayer weiter. Ab Passage 3 wurden die Zellen

dann far weitere Experimente verwendet.

2.3.5 lIsolation der CD34+*-HSPZ

Nach der Isolation der MNC aus dem Knochenmarkaspirat (2.3.3) wurden die Zellen
zentrifugiert (300 g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Die Selektion der
CD34+-HSPZ erfolgte durch magnetische Zellseparation mittels der MidiMACS™.-
Technik (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) nach dem Protokoll des Herstellers (CD34+
MicroBead Kit, human — MACS Cell Separation).

2.4 Zellkulturmethoden
Alle Zellen wurden unter sterilen Bedingungen bei 37 °C/ 21 % O/ 5 % CO- kultiviert.

2.4.1 Kultivierung der Zelllinien

Far die Zelllinien RPMI-8226 und INA-6 wurden jeweils Zellen mit einer Dichte von
0,03x108/cm? entsprechendem Medium (Tabelle 7) aufgenommen und im wdchentlichen
Rhythmus von Montag bis Donnerstag und von Donnerstag bis Montag kultiviert. Jeweils
montags und donnerstags wurde die Zellzahl bestimmt (2.4.4) und die Zellen daraufhin

erneut ausplattiert oder fir weitere Versuche verwendet.

Nahrmedium Suspensionszelllinien

RPMI-1640 89 %
Hitze-inaktiviertes FBS 10 %
Penicillin/Streptomycin/L-Glutamin (PSG, 100 U/ml) 1%
Zusatzlich fur INA-6: Interleukin-6 2,5 ng/mi

Tabelle 7: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir die Zelllinien RPMI-8226 und INA-6.

2.4.2 Kultivierung der CD34+* Hamatopoietischen Stamm- und
Progenitorzellen

CD34+-HSPZ wurden in MyeloCult H5100 mit Zuséatzen kultiviert (Tabelle 8). Hierfir
wurden die Zellen mit einer Dichte von 4.000/cm? in 2 ml Medium ausplattiert. Im
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Rhythmus Dienstag-Freitag wurden sie gezahlt (2.4.4) und fir weitere Versuche

verwendet.
MyeloCult
MyeloCult H5100 98,4 %
PSG 1%
FLT-3 0,2 %
IL-3, IL-6, SCF, Hydrocortison i€ 0,1 %

Tabelle 8: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir CD34+-HSPZ.

2.4.3 Kultivierung der Mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen

Far die Kultivierung der MSPZ wurden die MNC wie in 2.3.4 beschrieben in ihrem

Nahrmedium (Tabelle 9) ausplattiert.

Nahrmedium MSPZ

DMEM low glucose 69 %
Hitze-inaktiviertes FBS 30 %
Penicillin/ Streptomycin/ L-Glutamin (PSG, 100 U/ml) 1%

Tabelle 9: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir MSPZ.

Bei einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen geerntet und fir weitere Versuche
und Analysen genutzt. Hierzu wurde zunachst das Medium aufgefangen und die Zellen
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie mit PBS bedeckt und fir 5 Minuten bei
37 °C inkubiert. Es folgte eine Beschichtung mit 1x Trypsin in PBS vor einer weiteren
Inkubation von 3 Minuten bei 37 °C. Unter mikroskopisch kontrollierter Ablésung der
Zellen von der Zellkulturflasche wurde die Enzymaktivitat des Trypsins mittels des zu
Beginn aufgefangenen Mediums abgestoppt. Nach Zentrifugation der aufgefangenen
Zellen (397 g/ 7 Minuten/ 4 °C) wurden diese in frischem Medium aufgenommen und die
Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer gezéahlt bestimmt (2.4.4). AnschlieBend wurden
die Zellen entweder neu ausplattiert oder pelletiert.

2.4.4 Zellzahlungen

Die viablen Zellkonzentrationen der Suspensionszelllinien RPMI-8226 und INA-6 sowie
der CD34+-HSPZ wurden mittels CASY-Zellzahler (OLS OMNI Life Science GmbH & Co.
KG, Bremen) ermittelt. Dieser erfasst die Zellen bei deren Durchtritt einer Messpore
mittels elektrischer Signale. Lebende Zellen schlieBen mit ihrer unversehrten
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Zellmembran den elekirischen Strom aus, wahrend die defekte Zellmembran toter Zellen
dazu nicht mehr in der Lage ist.

Die Zellzahl der adharenten MSPZ wurde mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmit.
Hierflr wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau (0,4 %) gemischt und auf
eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Abgestorbene Zellen werden hierbei durch
Trypanblau angefarbt, da es deren Zellmembran durchdringt, gesunde Zellen werden
nicht angeféarbt. Die Zellzahl der vier GroBquadrate wurde gezahlt und anschlieBend die
Gesamtzahl viabler Zellen wie folgt berechnet:

Zellzahl (gezahlt)

Gesamtzellzahl= 7]

x2x10.000xVolumen (ml)

2.4.5 Kumulative Populationsverdopplung
Die kumulative Populationsverdopplung (Cumulative Population Doublings, CPD) der
ausplattierten Zellen wurde jeweils berechnet, um Wachstumskurven der Zellen erstellen

und untereinander vergleichen zu kénnen.

FOr die Populationsverdopplung (PD) wird die aktuell gezahlte Anzahl an Zellen (No)
durch die jeweils zuvor ausplattierte Anzahl an Zellen (Xo) geteilt. Der Logarithmus dieser
Zahl geteilt durch den Logarithmus von 2 ergibt die PD. Diese benennt die Anzahl der
Populationsverdopplungen zwischen dem Zeitpunkt der Ausplattierung der Zellen und
inrer Ernte. Um die kumulative Populationsverdopplung zu ermitteln, wurden die

Populationsverdopplungen durchgehend aufaddiert.

log(No/Xo)
T

CPD=Z PD

2.5 Zellkulturexperimente

2.5.1 Lenalidomid

Lenalidomid (= 95 % 901558-100mg, SIGMA-Aldrich) wurde nach Herstellerangaben in
Dimethylsulfoxid (DMSO, SIGMA-Aldrich) geldst. Nachfolgende Arbeitsldsungen

wurden ebenfalls mit DMSO angesetzt.

Bjorklund et al. nutzten fir Experimente mit Lenalidomid und Myelom-Zelllinien (ANBL-
6, KAS-6/1, U266, MM1.S) eine Konzentration von 10 uM [179]. Auf dieser Grundlage

und um Effekte bei niedrigeren sowie héheren Konzentrationen zu untersuchen, wurden
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in dieser Arbeit Lenalidomid-Konzentrationen von 5 bis 50 uM verwendet. Diese wurden
flr unterschiedlich lange Zeitraume in das Nahrmedium der zu untersuchenden Zellen
gegeben, Spezifikationen sind der Tabelle 10 zu entnehmen. Die Zellen wurden
anschlieBend fir qRT-PCR-Analysen (2.6.3), CFU-Assays (2.5.3) und osteogene

Differenzierungsexperimente (2.5.4) weiterverwendet.

Zellart Zelldichte, Medium Lenalidomid- Inkubationszeit

Konzentration

RPMI-8226 und 1000/cm2in 7 ml 5,10, 50 uM 7 Tage
INA-6 (fir PCR- Nahrmedium (2.4.1)

Auswertung)

CD34+ (fur PCR- 0,05x108/cm2in 2 ml 5,10, 50 uM 7 Tage
Auswertung) MyeloCult ++++ (2.4.2)

CD34+ (fir RNA- 0,05x108/cm2in 2 ml 10 uM 4 Tage
Sequenzierung) MyeloCult ++++

MSPZ (fir PCR- 0,01x10%cm2in 2 ml 5,10, 50 uM 7 Tage
Auswertung) Nahrmedium (2.4.3)

MSPZ (fir RNA- 0,01x108/cm2in 2 ml 10 uM 4 Tage
Sequenzierung) Nahrmedium (2.4.3)

Tabelle 10: Zellkulturexperimente unter Verwendung verschiedener Zellarten mit ihren

jeweiligen Lenalidomidkonzentrationen.

2.5.2 Langzeitkultur der Myelom-Zelllinien mit Lenalidomid

Um die Wachstumskinetik der Zelllinien RPMI-8226 und INA-6 unter Einfluss von
Lenalidomid zu untersuchen, wurde die Lenalidomid-Arbeitslosung tdber 7 Wochen in
graduell aufsteigender Konzentration zusétzlich zum Zellmedium hinzugefigt
(modifiziert nach Yin et al. [180]).

Bei einer Zelldichte von jeweils 40.000/cm? in 20 ml Medium wurde mit einer
Lenalidomid-Konzentration von 5 puM begonnen. Das Medium wurde zweimal
wdchentlich gewechselt sowie erneut Lenalidomid hinzugegeben. Bei jedem zweiten
Mediumwechsel wurde die Lenalidomid-Konzentration um 1 puM erhdht, bis eine
Lenalidomid-Konzentration von 10 uM erreicht wurde [179]. Als Kontrolle diente der
Tragerstoff DMSO im Medium. Die endglltige DMSO-Konzentration in allen

Experimenten betrug maximal 0,1 %.
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Nachdem die Lenalidomid-Konzentration von 10 uM erreicht und die Zellen 7 Tage lang
mit dieser kultiviert worden waren, wurden diese nachfolgend fir CFU-Assays (2.5.3)

weiterverwendet.

2.5.3 Colony-Forming Unit-Assay

Far den Colony-Forming Unit-Assay (CFU-Assay) wurden pro Kondition 1000 Zellen in
1 ml Methylcellulose aufgenommen und mit einer Zelldichte von 260/cm? als Doublette
ausplattiert. Die Randwells wurden freigelassen und mit PBS beflillt, um ein Austrocknen
der inneren Wells zu verhindern. Nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen wurden die
differenzierten Kolonien mikroskopisch (Axiovert 25, Zeiss, Jena 5x/0.12 PhO0)

ausgewertet.

Bei der Auswertung wurden CFU-G (Colony-Forming Unit-Granulocyte), CFU-M
(Colony-Forming Unit-Macrophage) und CFU-GM (Colony-Forming Unit-Granulocyte-
Macrophage) zu ,Kolonien der weiBen Zellreihe” zusammengefasst; hierunter fallen
demnach Granulozyten- und Makrophagen-Kolonien. CFU-E (Colony-Forming Unit-
Erythroid) und BFU-E (Burst-Forming Unit-Erythroid) wurden zu “Kolonien der roten
Zellreine” zusammengefasst; hierunter fallen demnach Erythrozyten. CFU-GEMM
(Colony-Forming Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Macrophage, Megakaryocyte) wurden
in der vorliegenden Arbeit sowohl zu Kolonien der wei3en als auch der roten Zellreihe
gezahlt. Dieses Vorgehen wurde gewahlt, um die globale hdmatopoietische Aktivitat zu
erfassen ohne den Fokus auf die spezifische Differenzierung zu legen.

2.5.4 Osteogene Differenzierung der Mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen

MSPZ wurden mit einer Zelldichte von 6.000/cm? ausplattiert und bei einer Konfluenz
von 50 % mittels Osteoblastendifferenzierungsmedium induziert (Tabelle 11). Das
Medium wurde zweimal wochentlich gewechselt und nach 14-tagiger Differenzierung der
Kalzifizierungsgrad mittels Alizarin Red nachgewiesen.

Zusatz zum Kulturmedium:

Ascorbinsaure 50 pg/mi
B-Glycerolphosphat 10 mM
Dexamethason 107

Tabelle 11: Zusammensetzung des Osteoblastendifferenzierungsmediums.

35



Material und Methoden

2.5.5 Farbung der osteogen differenzierten Mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen

Der Grad der Kalzifizierung wurde mittels Alizarinrot nachgewiesen. Waren Zellen in die
osteogene Differenzierung eingetreten, bildeten sie extrazellulare Matrixproteine (wie
Osteocalcin), in welche sich Kalziumphosphat einlagert, welches sich durch Alizarinrot
rot anfarbt. Hierzu wurden die Zellen nach einem Waschschritt mit PBS fir 10 Minuten
bei Raumtemperatur mit eiskaltem 70 %-igen Ethanol fixiert. Es folgte ein weiterer
Waschschritt mit Aqua dest. und daraufhin die 10-minitige Farbung mit Alizarinrot. Im
Anschluss folgte ein finfmaliges Waschen mit Aqua dest. AbschlieBend wurden die
Zellen mit PBS Uberschichtet und unter dem Lichtmikroskop (Axiovert 25, Zeiss, Jena
5x/0.12 Ph0) ausgewertet (SPOT Basic Image Capture Software).

2.5.6 Bildverarbeitung und -analyse der osteogenen Differenzierbarkeit

Die quantitative Auswertung der osteogenen Differenzierbarkeit der MSPZ erfolgte
mittels des Bildverarbeitungspakets Fiji von Imaged [181] und der BioVoxxel Toolbox
[182]. Die osteogen differenzierten Zellen wurden nach oben beschriebener Methode rot
angefarbt. Zur quantitativen und objektiven Auswertung der osteogenen Differenzierung
wurde die Menge der rot gefarbten Anteile sowie deren jeweilige Intensitat als ,integrierte
Dichte* berechnet und dann die Konditionen untereinander verglichen. Daflr wurde
folgender Makrobefehl genutzt:

// Ordnerstruktur anlegen

original = getTitle();

path_from=getDirectory ("image") ;

path_to=path_from+"ausgewertet_selection"+File.separator;
File.makeDirectory (path_to);

// Duplikat vom Originalbild erstellen und Farbkandle {iber
Deconvolution auftrennen
selectWindow (original) ;

run("Duplicate...", "title=Kopie");
selectWindow ("Kopie") ;
run ("Colour Deconvolution", "vectors=RGB");

// Rote Bereiche mit Autothreshold auswdhlen und daraus eine Selection
erstellen

t_red="Kopie"+"-(Colour_1)";

selectWindow (t_red);

// Schwellenwert setzen

run ("Auto Threshold", "method=Default");

// Maske erzeugen und anwenden

run ("Create Selection");

// Selection auf Originalbild anwenden und Messung ausfiihren
selectWindow (original) ;

run ("Restore Selection");

run ("Measure") ;
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// Ergebnisse zur weiteren manuellen Uberpriifung abspeichern
run("Flatten");

save (path_to+original+" (red with overlay)");

close("*")

2.6 Molekularbiologische Methoden
2.6.1 RNA-Isolation

Frisch geerntete Zellen aus der Zellkultur oder Zellen, die bereits als Pellet eingefroren
waren, wurden zun&chst in RLT-Puffer mit 3-Mercaptoethanol (10 pul B-Mercaptoethanol
auf 1 ml RLT-Puffer) lysiert und die RNA anschlieBend je nach Zellzahl mit dem RNeasy
Micro- oder Mini-Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.

Die extrahierte RNA wurde in RNase-freiem Wasser eluiert und auf Eis gelagert. Die
RNA-Konzentration sowie ihre Reinheit (bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum von
RNA) wurden mittels Nanodrop® ND 1000 ermittelt. Die RNA wurde entweder direkt far
die cDNA-Synthese verwendet (Kap. 2.6.2), zur RNA-Sequenzierung genutzt (Kap.
2.6.4) oder bei -80 °C gelagert.

2.6.2 cDNA-Synthese

Far die cDNA-Synthese wurden 500-1000 ng der aufgereinigten totalen RNA (Kap.
2.6.1) verwendet. Mittels Oligo dTi2.1¢ Primer sowie der Superscript Il Reverse
Transcriptase wurde die isolierte RNA gemaB Herstellerangaben umgeschrieben
(Invitrogen, life technologies, Carlsbad, USA).

Der RNA wurde zunéachst der Mix | hinzugegeben (Tabelle 12), das Gemisch wurde nach
kurzer Zentrifugation flnf Minuten lang bei 65 °C im Thermocycler inkubiert und dann fur
eine Minute auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde der Mix Il hinzugeflgt (Tabelle 12),
bevor der Mix erneut im Thermocycler inkubiert wurde, zuné&chst 54 Minuten lang bei
42 °C, danach 15 Minuten lang bei 72 °C. Die fertig synthetisierte cDNA wurde dann bei
-4 °C gelagert.
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Mix |
RNA (mind. 500 ng) x ul
Oligo dT (500 pg/mL) 1ul
dNTPs (10 mM) 1l
DEPC-treated water ad 12 pl
Endvolumen Mix | 12 ul

Mix Il
5xFS Puffer 4 ul
DTT (100 mM) 2u
RNaseOUT (40 U/uL) 1l
SuperScript Il 1l
Endvolumen Mix Il 8 ul
Endvolumen gesamt 20

Tabelle 12: Zusammensetzung von Mix | und Mix Il fiir cDNA-Synthese aus RNA.

2.6.3 Quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) basiert auf dem Prinzip
der herkdmmlichen PCR und kann zusatzlich zur Quantifizierung der Produkte
herangezogen werden. Diese Quantifizierung erfolgt mittels Fluoreszenz-Messungen,
die pro Zyklus in Echtzeit (real time) vorgenommen werden. Dabei entsteht eine
proportionale Zunahme der Fluoreszenz mit steigendem PCR-Produkt.

Es wurde der Step One Plus™ Realtime Cycler verwendet. AuBerdem verwendet
wurden der Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK)
sowie oligospezifische Primer zur Analyse.

Jede Kondition wurde als Duplikat in der PCR durchgeflhrt. Als Referenz diente das
Haushaltsgen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase), als Negativ-

Kontrolle wurde DEPC-treated water genutzt.
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Far die Auswertung der PCR wurde die Step One Software v2 hinzugezogen.
Anderungen der relativen Genexpression der untersuchten Proben wurden mittels der
ACT-Methode errechnet:

ACT=CTgappH-CTzielgen

relative Genexpression=2"CT

2.6.4 RNA-Sequenzierung

Far die RNA-Sequenzierung wurden die Proben wie in Kap. 2.6.1 beschrieben
vorbereitet und bis zur Sequenzierung bei -80 °C gelagert. Die Durchfiihrung der RNA-
Sequenzierung sowie die Kontrollen der Rohdaten wurden vom Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

durchgefihrt.

2.7 Bioinformatische Auswertung 1

Anhand der Rohdaten der fastg-Dateien wurden die differentiellen Genexpressionen
(DGE) mittels DESeqg2-Daten generiert. Nach der Gruppierung der Proben entsprechend
ihrer jeweiligen Versuchsbedingung wurden Multigruppenvergleiche durchgefihrt und
mithilfe der empirischen Analyse der DGE (Version 1.1, Cutoff = 5) statistisch bestimmt.
Die sich daraus ergebenden p-Werte wurden mit Hilfe der FDR-Korrektur (False
Discovery Rate, dt. Falscherkennungsrate) fir Mehrfachtests korrigiert. Ein Gen wurde
als signifikant differentiell exprimiert angesehen bei einem FDR p-Wert < 0,05 sowie
einem Fold Change = 1,5 bzw. <-1,5. FlUr weitere Vorhersagen erfolgte die QIAGEN
Ingenuity Pathway Analysis (IPA, QIAGEN Inc., https:/digitalinsights.giagen.com/IPA)
[183]. Zur Visualisierung erfolgte die Erstellung von Venn-Diagrammen. Dargestellte
Gene, welche differentiell exprimiert und mit jeweiligem Fold Change angegeben

wurden, wurden mittels bioinformatischer Auswertung 1 ausgewertet.

2.8 Bioinformatische Auswertung 2

DESeqg2-Daten wurden zur Berechnung der differentiellen Genexpression verwendet.
Plots der Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) und
Heatmaps wurden in R mit den Paketen FactoMineR (1.42) und pheatmap (1.0.12)
erstellt. Zur Darstellung der involvierten Gen-Sets wurden Gene Set Enrichment
Analysen (GSEA, Broad Institute, Boston, Massachusetts) generiert. Die Pathway-
Analyse wurde auf der Reactome-Website (https://Reactome.org/) durchgefiihrt. Zur
Ergénzung wurde zusétzlich das R-Paket "ReactomePA" verwendet.
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Zur Auswahl der in dieser Arbeit gezeigten GSEA (Gene Set Enrichment Assays) wurde
wie folgt vorgegangen: Zunachst wurden solche Ergebnisse mit einem FDR p-
Wert 2 0,25 ausgeschlossen. Daraufhin wurden die signifikanten Ergebnisse nach der
Relevanz fir das hier untersuchte Thema gefiltert (insbesondere wurden GSEA
bezlglich hamatopoietischer und osteogenetischer Eigenschaften sowie bezlglich der
EZM betrachtet). Eine reprasentative Auswahl der Ergebnisse wurde in dieser Arbeit
gezeigt. Bei thematisch passenden und relevanten GSEA wurden gegebenenfalls auch
GSEA mit einem FDR p-Wert = 0,25 eingeschlossen; dies wurde an der entsprechenden
Stelle vermerkt. Die den jeweiligen GSEA zugehérigen Gensets wurden dann mit den
DESeqg2-Daten (nach bioinformatischer Auswertung 1) verglichen und die jeweiligen
signifikant veranderten Gene mit einem Fold Change = 1,5 bzw. <-1,5 tabellarisch
aufgefiihrt.

2.9 Statistische Auswertungen

Statistische Analysen wurden mittels Prism 8 durchgefihrt (GraphPad Software Inc., La
Jolla, Kalifornien, USA). Jedes Zellkultur-Experiment wurde mindestens dreimal
wiederholt. Quantitative Daten wurden présentiert als arithmetisches Mittel plus oder
minus Standardfehler (Standard Error of Mean = SEM). Statistische Unterschiede
wurden mittels zweiseitigem ungepaartem studentischem t-Test ermittelt. Sie galten als
signifikant ab einem p-Wert < 0,05 und wurden in Graphiken mit einem Stern markiert.
Analog wurden p-Werte von < 0,01 mit zwei, p-Werte von < 0,001 mit drei Sternen

markiert.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf die Verdnderungen des Tumormikromilieus im
Knochenmark von MM-Patienten und den hierauf ausgetbten Einfluss von Lenalidomid.
Dabei wurde das Medikament Lenalidomid als zentraler Ansatz gewahlt, da es zwar
einen essentiellen Baustein in der Therapie des MM darstellt, seine Effekte auf das KM-

Mikromilieu jedoch bisher nicht vollstandig aufgeklart sind.

Als Bestandteile des KM-Mikromilieus im MM wurden zunéchst die MM-Zellen selbst,
reprasentiert durch MM-Zelllinien, sowie daraufhin CD34+-HSPZ und MSPZ jeweils von
gesunden Probanden sowie von MM-Patienten hinsichtlich ihres jeweiligen Wachstums-

und Differenzierungsverhaltens nach Inkubation mit Lenalidomid untersucht.

3.1 Effekte von Lenalidomid auf Wachstum und
Differenzierung der Myelom-Zelllinien

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene MM-Zelllinien verwendet: die IL-6-
unabhangige RPMI-8226 sowie die IL-6-abhangige INA-6. Zun&chst wurden die
Zelllinien hinsichtlich ihrer Eigenschaften untersucht. Initial waren Versuche zur
Dosierung und Dauer der Inkubation mit Lenalidomid erfolgt (Anhang Abb. A 1, Abb. A
2).

Die Zellen wurden in einem Langzeit-Experiment Uber 7 Wochen kultiviert und mit
Lenalidomid oder DMSO als Kontrolle inkubiert. Mittels der Zellzahlen wurden die
Populationsverdopplungen (PD, engl. = Population Doublings) bestimmt, die Auskunft
darUber geben, wie oft die Zellen einer bestimmten Population ihre Zellzahl in vitro
verdoppelt haben. Zweimal wéchentlich wurde die Zellzahl bestimmt, bevor die Zellen
erneut ausplattiert und mit Lenalidomid oder DMSO inkubiert wurden. Dieses Protokoll
wurde von Bjérklund et al. zur Erzeugung einer Resistenz der Zelllinien gegenuber
Lenalidomid beschrieben [179].

Die mit Lenalidomid behandelten RPMI-8226 zeigten bereits ab Tag 14, die INA-6 ab
Tag 18 ein signifikant vermindertes Wachstum im Vergleich zu ihrer jeweiligen DMSO-
Kontrolle (Abb. 8 A). Ab Tag 25 zeigte sich wieder ein stetiges Wachstum auch der mit
Lenalidomid behandelten Zelllinien, ein Wachstumsstopp trat nicht auf. Dieser Verlauf
weist darauf hin, dass die Resistenzerzeugung nach dem Protokoll erfolgreich war.
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Abb. 8: Proliferation und Differenzierung der Myelomzelllinien nach Inkubation mit
Lenalidomid. A Die Zelllinien RPMI-8226 (links) sowie INA-6 (rechts) wurden in einer
Langzeitbehandlung mit Lenalidomid in steigenden Konzentrationen beginnend mit 5 uM bis zu
einer Endkonzentration von 10 pM behandelt und im Hinblick auf ihre kumulativen
Populationsverdopplungen (CPD) verglichen. n = 5. B Dargestellt ist die CFU-Aktivitat von RPMI-
8226 und INA-6 hinsichtlich der weiBen Kolonien nach einer siebenwdchigen Inkubation mit
Lenalidomid in steigenden Konzentrationen von 5 bis 10 pM im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. n
= 6 (RPMI-8226), n = 9 (INA-6). Dargestellt sind die Mittelwerte der kumulativen
Populationsverdopplungen (A) bzw. der weiBen Kolonien (B) + SEM. Signifikanzen wurden
berechnet mit ungepaartem studentischem t-Test: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****,
p < 0,0001 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. CFUs = Colony Forming Units. CPDs = kumulative
Populationsverdopplungen (Cumulative Population Doublings).

In einem nachsten Schritt wurde die Auswirkung einer Inkubation mit Lenalidomid auf
die Differenzierung der MM-Zelllinien RPMI-8226 (IL-6-unabhangig) und INA-6 (IL-6-
abhangig) untersucht. Hierflir wurden die zuvor mit Lenalidomid inkubierten Zellen in
Duplikaten in Methylzellulose kultiviert und nach 14 Tagen die Anzahl an gebildeten
Kolonien der jeweiligen Konditionen mikroskopisch bestimmt (Abb. 8 B). Die zu
erwartenden Kolonien der weiBBen Blutzellreihe stellten sich in den jeweiligen Zelllinien
in ihrer Zahl unterschiedlich stark dar. Insbesondere prasentierten sich signifikante
Unterschiede der CFU-Aktivitat zwischen RPMI-8226 und INA-6 nach einer Inkubation
mit Lenalidomid. Die Linie RPMI8226 zeigte nach Inkubation mit Lenalidomid im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle eine mehr als zweifach verminderte Bildung von Kolonien
der weiBen Zellreihe (Kolonien der weiBen Blutzellreihe: DMSO-Kontrolle: 55,17 vs.
Inkubation mit Lenalidomid: 26, p = 0,0043). Fir die Linie INA-6 konnte nach Inkubation
mit Lenalidomid eine dreifach erhéhte Anzahl der weiBen Kolonien im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle ermittelt werden (Kolonien der weiBen Blutzellreihe: DMSO-Kontrolle:
23 vs. Inkubation mit Lenalidomid: 70,61, p < 0,0001).
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Zusammenfassend wurde nach Langzeit-Inkubation der MM-Zelllinien mit Lenalidomid
nach dem Protokoll von Bjérklund et al. eine Resistenz gegentber Lenalidomid erzeugt.
Die potentiell resistenten RPMI-8226 bildeten nach erneuter Lenalidomid-Inkubation
signifikant weniger Kolonien der weiBen Zellreihe, wahrend die potentiell resistenten
INA-6 nach erneuter Lenalidomid-Inkubation signifikant mehr Kolonien der weiBen
Zellreihe bildeten.

3.2 Effekte von Lenalidomid auf die Funktionalitat des
Knochenmark-Mikromilieus des multiplen Myeloms

Um die Effekte von Lenalidomid auf das KM-Mikromilieu des MM naher zu betrachten,
wurden MSPZ sowie CD34+HSPZ von gesunden Probanden und MM-Patienten

hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften untersucht.

3.2.1 Wachstum und Differenzierung der Hamatopoietischen Stamm- und
Progenitorzellen

Wenngleich eine Andmie zwar eine Nebenwirkung Lenalidomids darstellt, sorgt das
Medikament im klinischen Alltag oft fir eine Besserung der Andmie-Symptomatik
(Kap. 1.3.1). Im Folgenden wurde die Wirkung von Lenalidomid auf die Funktionalitat der
CD34+-HSPZ hinsichtlich Wachstum und Differenzierung untersucht. Als Grundlage fir
den Vergleich der CD34+*-HSPZ mit und ohne Inkubation mit Lenalidomid wurden
ebenfalls die Unterschiede zwischen CD34+-HSPZ von gesunden Probanden und von
MM-Patienten untersucht.

CD34+-HSPZ wurden fiir eine Woche mit Lenalidomid oder DMSO zur Kontrolle
inkubiert; daraufhin wurde die Proliferation mittels PDs verglichen. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Proliferationsverhalten der CD34+*m (CD34+-HSPZ von MM-
Patienten) verglichen mit den CD34+h (CD34+-HSPZ von gesunden Probanden). Nach
Inkubation mit Lenalidomid wurde weder fir CD34+h noch fiir CD34*m eine signifikante
Verédnderung des Wachstumsverhaltens verglichen mit ihrer jeweiligen DMSO-
Kontrollgruppe beobachtet (Abb. 9 A).

Um die CD34+-HSPZ von gesunden Probanden und MM-Patienten im Hinblick auf ihre
jeweilige Differenzierungskapazitat zu vergleichen, wurde ein CFU-Assay durchgefihrt
(Kap. 2.5.3). Hierbei zeigte sich eine signifikant verringerte Bildung von Kolonien der
weiBen sowie eine tendentiell verringerte Bildung von Kolonien der roten Zellreihe durch
die nativen CD34+-HSPZ von MM-Patienten (CD34+*m) verglichen mit den nativen
CD34+HSPZ gesunder Probanden (CD34+h, Abb. 9 B weiBBe Zellreihe, Abb. 9 C rote
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Zellreihe). Wahrend CD34+h im Schnitt 49,25 weilBe Kolonien pro Well bildeten, waren
es bei CD34*m mit 21,67 Kolonien pro Well lediglich weniger als die Halfte (p = 0,0261).
Im Schnitt bildeten CD34+h mit 20,5 Kolonien pro Well tendentiell mehr als dreimal so
viele Kolonien der roten Zellreihe wie CD34*m mit 6,5 Kolonien pro Well, wobei dieser
Sachverhalt, méglicherweise aufgrund der geringen Probenzahl, nicht signifikant war (p
= 0,0735).

Far Lenalidomid konnte kein signifikanter Effekt auf die Bildung von Kolonien der weiBen
Blutzellreihe durch CD34+h oder CD34*m beobachtet werden (Abb. 9 B). Die Bildung
von Kolonien der roten Zellreihe stellte sich reduziert dar (Abb. 9 C): Fir CD34+h zeigte
sich nach Inkubation mit Lenalidomid eine signifikante Verminderung der Koloniebildung
(rote Kolonien pro Well in CD34+h: DMSO-Kontrolle: 3,75 vs. Lenalidomid: 0,25, p =
0,0038). Fur CD34*m zeigte sich keine signifikante Beeinflussung der Bildung von
Kolonien der roten Zellreihe durch eine vorherige Lenalidomid-Inkubation (rote Kolonien
pro Wellin CD34*m: DMSO-Kontrolle: 3,3 vs. Lenalidomid: 0,4 Kolonien).
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Abb. 9: Proliferation und Differenzierung der CD34*-HSPZ nach Inkubation mit
Lenalidomid. Es wurde jeweils eine Lenalidomid-Konzentration von 10 puM benutzt. A PDs nach
einwdchiger Inkubation von CD34*h und CD34*m mit Lenalidomid bzw. DMSO. n = 4. B
Mikroskopisch ermittelte Anzahl an Kolonien der weiBBen Zellreihe. C Mikroskopisch ermittelte
Anzahl an Kolonien der roten Zellreihe. Dargestellt sind die Mittelwerte der Zellzahlen bzw. CFUs
pro Well + SEM. Signifikanzen wurden berechnet mit ungepaartem studentischem t-Test: *,
p < 0,05, **, p< 0,01. n =3 (CD34*h nativ vs. CD34*m nativ), n = 4 (CD34+*h Lenalidomid vs.
DMSO), n = 5 (CD34*m Lenalidomid vs. DMSO). CD34*h = CD34*-HSPZ von gesunden
Probanden (healthy), CD34*m = CD34+-HSPZ von Myelom-Patienten (maligne), CFUs = Colony-
Forming Units, Lena = Lenalidomid, PDs = Populationsverdopplungen.
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Zusammengefasst wurde kein Unterschied hinsichtlich der Proliferation von CD34*m
verglichen mit CD34*h beobachtet; hinsichtlich ihrer Funktionalitdt im CFU-Assay
stellten sich CD34*m jedoch eingeschrankt dar mit einer signifikant reduzierten Anzahl
an Kolonien der weiBBen sowie einer tendentiell reduzierten Anzahl an Kolonien der roten
Zellreihe. Eine Inkubation mit Lenalidomid ergab keine Veranderung der Proliferation in
CD34+h und CD34*m, jedoch eine signifikant eingeschrankte Bildung von Kolonien der
roten Zellreine im CFU-Assay in CD34+h.

3.2.2 Wachstum und Differenzierung der Mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen

MSPZ von gesunden Probanden und MM-Patienten wurden in vitro mit Lenalidomid in
Konzentrationen von 5 bis 50 uM behandelt. Nach 7 Tagen wurde ihre Zellzahl
mikroskopisch bestimmt. Es lieB sich weder fir MSPZ von gesunden Probanden
(MSPZh) noch fir MSPZ von MM-Patienten (MSPZm) ein signifikanter Effekt auf die
Populationsverdopplungen durch Lenalidomid in diesem Zeitraum feststellen (Abb. 10
A).

Weiterhin wurde die osteogene Differenzierungskapazitat von MSPZ von gesunden
Probanden und MM-Patienten mit und ohne vorherige Inkubation mit Lenalidomid
verglichen (Kap. 2.5.4 und 2.5.5). In Abb. 10 B findet sich eine reprasentative Auswahl
an Bildern der osteogen differenzierten MSPZ. Die Bilder wurden quantitativ mit der
Bildverarbeitungssoftware Fiji ausgewertet, indem die integrierte Dichte der rot
gefarbten, osteogen differenzierten Zellen der jeweiligen Konditionen verglichen wurde.
Nach Inkubation mit Lenalidomid wurde weder fir MSPZh noch fir MSPZm eine
relevante Beeinflussung der osteogenen Differenzierbarkeit festgestellt (Abb. 10 C).

Zusammenfassend wurde durch Inkubation mit Lenalidomid weder eine Verdnderung
der Proliferation der MSPZm oder MSPZh beobachtet, noch zeigte sich ein signifikanter
direkter Einfluss auf die osteogene Differenzierung.
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Abb. 10: Proliferation und Differenzierung der MSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid. A
Eine siebentagige Behandlung mit Lenalidomidkonzentrationen von 5, 10 und 50 uM zeigt keinen
signifikanten Effekt auf das Wachstumsverhalten von MSPZ von gesunden Spendern (links,
n = 6) und MSPZ von Myelom-Patienten (rechts, n = 3 fiir 5 uM und 50 uM Lenalidomid; n = 5 fiir
DMSO-Kontrolle und 10puM Lenalidomid). Dargestellt sind die Mittelwerte der
Populationsverdopplungen + SEM. B Reprasentative Auswahl an Bildern nach induzierter
Osteogenese in MSPZh (oben) und MSPZm (unten). Es wurden MSPZ von gesunden Probanden
sowie von MM-Patienten (jeweils n = 3) mit einer Lenalidomid-Konzentration von 10 uM kultiviert
und daraufhin die Osteogenese induziert, als Kontrolle diente DMSO. C Objektive Auswertung
des Osteogenese-Assays mittels Fiji Bildverarbeitungssoftware. Nach Inkubation mit Lenalidomid
wurde weder in MSPZh noch in MSPZm eine signifikante Veranderung der Osteogenese
beobachtet. Die einzelnen Punkte stellen die jeweiligen Mittelwerte der berechneten integrierten
Dichte der biologischen Replikate dar (jeweils n =3). MSPZh = mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale Stamm- und

Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne), PDs = Populationsverdopplungen.

3.3 RNA-Sequenzierungen von Hamatopoietischen sowie
Mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen

Eine Inkubation mit Lenalidomid zeigte in den bisherigen Experimenten keinen
signifikanten Effekt auf das Wachstumsverhalten oder die osteogene Differenzierung
von MSPZ. Hingegen gelangten signifikant verédnderte funktionelle Eigenschaften der
CD34+-HSPZ durch Inkubation mit Lenalidomid zur Darstellung. Zur weiteren
Untersuchung der funktionalen Defizite von CD34+-HSPZ von MM-Patienten sowie der
Effekte von Lenalidomid wurden im Folgenden CD34+-HSPZ und MSPZ auf mRNA-
Ebene untersucht, um zugrundeliegende und beteiligte Gene und Signalwege zu
identifizieren. Hierflr wurden CD34+-HSPZ und MSPZ von gesunden Probanden und
MM-Patienten mit Lenalidomid inkubiert und daraufhin eine RNA-Sequenzierung
durchgefuhrt.
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Abb. 11 stellt die Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) der
CD34+-HSPZ sowie der MSPZ fir die RNA-Sequenzierung mit und ohne Inkubation mit
Lenalidomid dar. Hierfir wurden jeweils CD34+-HSPZ und MSPZ von gesunden
Probanden und MM-Patienten mit Lenalidomid und in der Kontrollgruppe mit DMSO

inkubiert.
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Abb. 11: Hauptkomponentenanalyse der MSPZ sowie der CD34*-HSPZ fiir die RNA-
Sequenzierung. Hauptkomponentenanalyse oder Principal Component Analysis.CD34h =
CD34+-HSPZ von gesunden Probanden (healthy), CD34m = CD34+*-HSPZ von Myelom-Patienten
(maligne). n=4 (CD34*h) und n=5 (CD34*m). MSPZh = mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). n = 3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm). Zusatz ,D* 2

Kontrollgruppe nach Inkubation mit DMSO, Zusatz ,L* 2 Inkubation mit Lenalidomid.

PCA kann verwendet werden, um die Dimensionalitat dieser Daten zu reduzieren, indem
sie in einen neuen Raum transformiert werden, der von den sogenannten
Hauptkomponenten definiert wird. In der RNA-Sequenzierungs-Analyse kann PCA
beispielsweise verwendet werden, um Muster in den Expressionsprofilen von Genen zu
identifizieren, die auf verschiedene Bedingungen oder Ph&notypen hinweisen kénnen.
Es kann auch helfen, potentielle AusreiBer oder unerwiinschte technische Variationen
zu erkennen, die die Interpretation der Daten beeinflussen kénnen.

In der dargestellten Abbildung ist zu erkennen, dass die unterschiedlichen Zellarten der

CD34+-HSPZ und MSPZ deutlich voneinander zu differenzieren sind. Die CD34+-HSPZ
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clusterten untereinander trotz unterschiedlicher Herkunft von gesunden Probanden
(dunkelgrau) oder von MM-Patienten (rot) und unabhangig von einer Inkubation mit
Lenalidomid zusammen. Dagegen sind die MSPZ von MM-Patienten (gelb) eindeutig
von MSPZ von gesunden Probanden (hellgrau) separiert. Eine Inkubation mit
Lenalidomid erzeugt lediglich bei MSPZ von MM-Patienten einen neuen Cluster (gelbe
Kreise verglichen mit gelben Quadraten).

Die Hauptkomponentenanalyse ergab also fur die CD34+*-HSPZ kaum Unterschiede
zwischen Zellen von Erkrankten und gesunden Probanden oder nach Inkubation mit
Lenalidomid. Bei den MSPZ zeigte sich ein starkes Clustering zwischen MSPZh und
MSPZm. Nach Inkubation mit Lenalidomid zeigten sich lediglich Veranderungen des
Clusterings in MSPZm, nicht aber in MSPZh.

3.3.1 Vergleich Hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen von
Myelom-Patienten und gesunden Probanden

CD34*m zeigten im CFU-Assay eine signifikant reduzierte Zahl an differenzierten

Kolonien sowohl der weiBBen als auch der roten Zellreihe im Vergleich zu CD34+h (Kap.

3.2.1). Um die beobachteten funktionellen Defizite genauer auf molekularer Ebene zu

untersuchen, wurde eine RNA-Sequenzierung der CD34+-HSPZ von MM-Patienten

sowie von gesunden Probanden mit n = 4 (CD34+h) und n = 5 (CD34+m) durchgeflhrt.

Venn-Diagramm
CD34+h + Lena vs. CD34+m + Lena vs.

CD34+h + DMSO CD34+m + DMSO
433
“ 1 27 Gene heraufreguliertﬁ
© Insgesamt 199 Gene
d 2 mmmm) | differentiell exprimiert
in CD34*m vs. CD34*h
168 172 Gene herunterreguliert@

CD34+m vs. CD34+h

Abb. 12: Unterschiede in der RNA-Expression von CD34*m verglichen mit CD34*h. Venn-
Diagramm: Anzahl an differentiell exprimierten Genen in CD34*h und CD34*m nativ und nach
Inkubation mit Lenalidomid. Das Venn-Diagramm zeigt eine Zusammenstellung der Wirkung von
Lenalidomid auf CD34*h (roter Kreis) und CD34*m (griiner Kreis) sowie der generellen
Unterschiede zwischen CD34*‘m und CD34*h (blauer Kreis) mit deren jeweiligen
Uberschneidungen.  Signifikanz 2 FDR  p<0,05, Fold Changez15 bzw.<-15.
CD34*h = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender, CD34*m =
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hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten. Lena = Lenalidomid.
n =4 (CD34+*h) und n =5 (CD34*m).

Abb. 12 zeigt ein Venn-Diagramm, welches Daten verschiedener Vergleichsgruppen
beinhaltet (Vergleich CD34+*m und CD34+h sowie jeweils mit und ohne Lenalidomid). Im
Folgenden lag der Fokus zunachst auf dem Vergleich der CD34*m mit den CD34+h,
sodass zunachst lediglich der untere, blaue Kreis mit schwarzer Umrandung betrachtet
wird. Im Venn-Diagramm prasentierte sich eine Vielzahl an differentiell exprimierten
Genen (Abb. 12, FDR =0,05, Fold Change=1,5 bzw. <-1,5): Insgesamt waren in
CD34+-HSPZ von MM-Patienten 199 Gene verglichen mit CD34+-HSPZ von gesunden
Probanden (DMSO-behandelt) differentiell reguliert (Abb. 12 A, blauer Kreis mit
Uberschneidungen). Davon waren in CD34*m im Vergleich zu CD34+h 27 Gene herauf-
und 172 Gene herunterreguliert. Die Top 50 der herauf- und herunterregulierten Gene
befinden sich im Anhang in Abb. A 3.

Flar die weitere Analyse der Daten wurde die Ingenuity Pathway Analysis (IPA,
QIAGENP®) genutzt. Diese gab unter anderem sogenannte Top Canonical Pathways an,
also die kanonischen Signalwege, die am starksten zwischen den Vergleichsgruppen
signifikant verandert waren. Ein Top Canonical Pathway in der IPA bezeichnet einen
biologisch charakterisierten Signalweg, der in einem Datensatz besonders stark
vertreten ist und liefert Hinweise auf zentrale zellulare Prozesse, die in der untersuchten
Bedingung verandert sind. Der sogenannte Overlap (Uberschneidung) beschreibt den
Anteil der in einem Signalweg enthaltenen Gene, die auch im eigenen Datensatz
differentiell exprimiert sind und gibt somit Aufschluss Uber die Relevanz dieses Weges
im biologischen Kontext der Analyse. Weiterhin gibt die IPA sogenannte Top Upstream
Regulators an, also vorgeschaltete Regulatoren, die von der IPA als méglicherweise
verantwortlich flir die beobachteten Veranderungen der Genexpression in dem
Datensatz angesehen werden, mit einer Prognose bezlglich einer Aktivierung oder
Inhibierung.

Die Top Canonical Pathways sowie die Top Upstream Regulators in CD34*m verglichen
mit CD34+h sind in Abb. 13 dargestellt und zeigten insbesondere eine Beeinflussung von

Komponenten des Immunsystems.
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Top Canonical Pathways Top Upstream Regulators
CD34*m vs. CD34*h CD34'm vs. CD34*h
Name Overlap in % Name vorhergesagte Aktivierung

Neutrophil Extracellular Trap 7 Lipopolysaccharide  inhibiert

Signalweg TCL1A keine Vorhersage
Alternative Aktivierung von 7,4 IL10 keine Vorhersage
Makrophagen IFNG keine Vorhersage

Phagosomenbildung 3,5 .
L . IL13 keine Vorhersage
Adhasion und Diapedese von 6,3

Granulozyten
Signalweg der S100-Familie 3

Abb. 13: Ergebnisse der Ingenuity Pathway Analysis fur Hamatopoietische Stamm- und
Progenitorzellen. Dargestellt sind die Top Canonical Pathways (kanonische Signalwege) sowie
die Top Upstream Regulators (vorgeschaltete Regulatoren) flir CD34*m verglichen mit CD34+h.
Overlap (Uberschneidung) = Anteil der Gene aus dem vorliegenden Datensatz in dem Signalweg
an der Gesamtzahl der Gene dieses Signalwegs, CD34*h = hAmatopoietische Stamm- und
Progenitorzellen gesunder Spender, CD34*m = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen
von Myelom-Patienten, IFNG = Interferon gamma, IL = Interleukin, TCL1A = TCL1 Family AKT

Coactivator A.

Inwiefern die differentielle Genexpression zwischen CD34*m und CD34*h weitere
funktionelle Auswirkungen hatte, wurde durch Reactome-Analysen veranschaulicht:
Unterschiede zwischen CD34*m und CD34+h zeigten sich insbesondere mit einer
Herunterregulation hinsichtlich der EZM-Organisation sowie der Zell-Zell-
Kommunikation (Abb. 14 A, gelb markierte Striche).

Wir erweiterten unsere Auswertungen mit Gene Set Enrichment Analysen (GSEA), um
die Veranderungen der Genexpression in einen gréBeren funktionellen Zusammenhang
zu bringen. GSEA stellen bildlich solche Gene und Prozesse dar, die in einer groBen
Gruppe von Genen oder Proteinen signifikant herauf- oder herunterreguliert sind. Zur
Interpretation der GSEA wird der Enrichment Score (Anreicherungswert) genutzt,
welcher das AusmaB der Anreicherung eines Gensatzes quantifiziert und damit eine
Uberreprasentation von Genen angibt. Der Normalized Enrichment Score (NES) passt
den Enrichment Score an die jeweilige GroBe des Gen-Satzes an und wird zum
Vergleich verschiedener Gen-Sets genutzt. Hier zeigte sich passend zu der Reactome-
Analyse eine signifikant starkere Anreicherung von Genen der EZM in CD34+h
verglichen mit CD34*m mit einem hohen NES von 1,92 (FDR g-Wert = 0,009, Abb. 14
B). Selektierte Gene, welche in dem Genset des GSEA zur EZM sowie in den DESeq2-
Daten signifikant (FDR p < 0,05) und mit einem Fold Change von = 1,5 bzw. < -1,5
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differentiell exprimiert waren, sind in Abb. 14 C aufgefihrt. All diese Gene wurden in
CD34*m verglichen mit CD34+*h vermindert exprimiert.

A Reactome B Extrazelluldarmatrix
Enrichment plot: GO_EXTRACELLULAR_MATRIX

NES = 1,92
FDR g-Wert = 0,009
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Fold Change
in CD34'm
vs. CD34*h

C
Fold Change
in CD34'm
vs. CD34*h

Fold Change
in CD34'm
vs. CD34*h

ANXA2  -1,96 LGALS3  -3,51 MMP19  -5,31
ELANE  -2,52 SERPINF1 -3,79 CTSL 6,2
CTSZ  -2,56 CSPG4  -3,81 TGFBI  -62
CTSB  -2,76 S100A8  -4,02 SERPINA1 -6,67
COL1A1 -2,87 S100A9  -4,1 A2M 74
S100A10 -2,91 VCAN -4,76 C1QB 8,81
COL1A2 -2,97 SDC2 -4,95 C1QA -8,96
SRPX  -3,28 HTRA1  -513 c1ac -10,28
CTSG  -333 CTSH -5,14 DEFA1  -116,23
MMP14  -3.34 ADAM19  -5,24 DEFA1B  -516,17

Abb. 14: Expression von Genen der Extrazellularmatrix in CD34*m verglichen mit CD34+h.
A Reactome-Analyse von herunterregulierten Prozessen der Zell-Zell-Kommunikation sowie der
EZM-Organisation in CD34*m im Vergleich zu CD34*h. B GSEA veranschaulichen
Veradnderungen der EZM in CD34'm gegeniber CD34*h. NES =1,9178, nominaler p-
Wert < 0,001, FDR g-Wert = 0,0085. C Gene mit jeweiligem Fold Change hinsichtlich der EZM,
welche in CD34*m verglichen mit CD34*h differentiell exprimiert sind. GSEA und Gene
ausgewahlt nach Kap. 2.8. Signifikanz 2 FDR p <0,05. Rot= CD34*h, blau=CD34'm.
CD34*h = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender, CD34'm =
hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten, EZM =
Extrazellularmatrix, GSEA = Gene Set Enrichment Analysis, NES = Normalized Enrichment
Score. Die aufgelisteten Genabkirzungen entsprechen den standardmaBig benutzten
Abkiirzungen; die vollstindigen Namen der Gene kdénnen bspw. unter www.genecards.org
nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht aufgefiirt. n = 4 (CD34+h)
und n =5 (CD34*m).
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Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern sich CD34*m hinsichtlich ihrer
Stammzelleigenschaften verglichen mit CD34+h unterscheiden. Hier kamen signifikante
Veranderungen hinsichtlich der Stammzelleigenschaften der CD34+*m verglichen mit den
CD34+*h zur Darstellung (Abb. 15 A links, NES 1,53). Diese veranderten
Stammzelleigenschaften spiegelten sich ebenfalls in einem veranderten Ham-
Metabolismus wider (Abb. 15 A Mitte). In der funktionellen Untersuchung der CD34+-
HSPZ zuvor wurde eine signifikant reduzierte Koloniebildung der CD34+*m verglichen mit
den CD34+h im CFU-Assay beobachtet (Kap. 3.2.1). Dieser Sachverhalt wurde durch
GSEA bestatigt: Es zeigte sich in CD34+h verglichen mit CD34+*m eine Anreicherung von
Genen des Ham-Metabolismus mit hohem NES von 1,7. Andererseits scheinen nicht nur
die CD34+-HSPZ alleine betroffen zu sein, sondern auch die Kommunikationsachse
zwischen CD34+-HSPZ und dem restlichen KM-Mikromilieu mit den MSPZ: So wurde
eine veranderte Expression MSPZ-assoziierter Gene beobachtet (Abb. 15 A rechts, NES
1,3; FDR g-Wert= 0,114, p-Wert < 0,05, aufgrund der Relevanz MSPZ-assoziierter Gene
fir das Thema dieser Arbeit hier gezeigt). Spezifische, in CD34*m signifikant (FDR
p < 0,05) vermindert exprimierte Gene assoziiert mit Stammzelleigenschaften, Ham-
Metabolismus sowie MSPZ-assoziierter Gene stellten sich in den DESeq2-Daten dar

und sind in Abb. 15 B aufgelistet (nach bioinformatischer Analyse 1, Kap. 2.7).
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A GSEA
Stammzelle Ham-Metabolismus MSPZ-assoziierte Gene
Enrichment plot: STEM_CELL Enrichment plot: HALLMARK_HEME_METABOLISM Enrichment plot: MSC_RELATED_GENES
g NES =1,53 3( NES = 1.705 Zz NES = 1,31
g FDR q-Wert = 0,026 £, FDR g-Wert = 0,001 £ o2 FDR g-Wert = 0,114
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B selektierte Gene mit differentieller Expression
Stammzelle Ham-Metabolismus MSPZ-assoziierte Gene
Gen Fold Change Fold Change Fold Change
in CD34'm in CD34'm in CD34*'m
vs. CD34*h vs. CD34*h vs. CD34*h

TUBB3 -2,74 CTSB -2,76 COL1A1 -2,87

COL1A1 -2,87 HIST1H4C  -3,29 PPARG -4,45

PPARG -4,45 CCR1 -3,93 FUT1 -4,61

MME -9,6 CD14 -6,93

SPP1 -16,01

Abb. 15: Stammzelleigenschaften in CD34*m verglichen mit CD34*h. A GSEA
veranschaulichen  Verdnderungen des  Knochenmark-Mikromilieus  hinsichtlich  der
Stammzelleigenschaften, des Ham-Metabolismus sowie MSPZ-assoziierter Gene in
CD34*m gegenlber CD34+*h. Stammzelle, NES = 1,527, nominaler p-Wert < 0,001, FDR g-
Wert = 0,026. H&m-Metabolismus, NES =1,705, nominaler p-Wert<0,001, FDR g-
Wert = 0,0014. MSPZ-assoziierte Gene, NES = 1,307, nominaler p-Wert=0,03, FDR g-
Wert = 0,114. B Gene mit jeweiligem Fold Change hinsichtlich der Stammzelleigenschaften, des
Ham-Metabolismus und MSPZ-assoziierter Gene, welche in CD34*m verglichen mit
CD34*h differentiell exprimiert sind. GSEA und Gene ausgewahlt nach Kap. 2.8.
Signifikanz 2 FDR p <0,05. Rot=CD34*h, blau=CD34'm. CD34*h =hamatopoietische
Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender, CD34*m = hamatopoietische Stamm- und
Progenitorzellen von Myelom-Patienten, GSEA = Gene Set Enrichment Analysis, NES =
Normalized Enrichment Score. Die aufgelisteten Genabklrzungen entsprechen den
standardmaBig benutzten Abklrzungen; die vollstandigen Namen der Gene kénnen bspw. unter
www.genecards.org nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht
aufgefuhrt. n = 4 (CD34+h) und n =5 (CD34*m).

Folglich stellte sich die Frage, welche Signalwege fir diese Verdnderungen des KM-
Mikromilieus verantwortlich waren. Diesbezlglich veranschaulichten GSEA eine
signifikant angereicherte Expression der folgenden, fir die Ablaufe im KM-Mikromilieu
relevanten Signalwege in CD34*h im Vergleich zu CD34*m: TGF-B-Zielgene
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(NES = 1,56, Abb. 16 A), Hedgehog (NES = 1,33) sowie Notch (NES = 1,67), welche
jeweils auch flr die Hamatopoiese und die Osteogenese eine Rolle spielen (Tabelle 2 in
Kap. 1.1.2 und Abb. 3 in 1.1.4). Einzelne Gene der jeweiligen Signalwege mit signifikant
reduzierter Genexpression in CD34*m verglichen mit CD34+h sind in Abb. 16 B
aufgelistet (nach bioinformatischer Analyse 1, Kap. 2.7).

o GSEA
TGFB-Zielgene Hedgehog-Signaltransduktion Notch-Signaltransduktion
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B selektierte Gene mit differentieller Expression
TGFB-Zielgene Hedgehog-Signaltransduktion Notch-Signaltransduktion
Fold Change Fold Change Fold Change
in CD34'm in CD34'm in CD34'm
vs. CD34*h vs. CD34*h vs. CD34*h
S100A8 -4,02 NRP1 -4,25 NOTCH3 -5,21
EPHB2 -5,45 NRP2 -10,45
TGFBI -6,2

Abb. 16: Die Signalwege TGF-B, Hedgehog und Notch in CD34*m verglichen mit CD34*h.
A TGF-B-Zielgene, Hedgehog-Signaltransduktion und Notch-Signaltransduktion in CD34*m
verglichen mit CD34*h. TGF-B-Zielgene, NES = 1,562, nominaler p-Wert < 0,001, FDR g-
Wert = 0,024. Hedgehog-Signaltransduktion, NES = 1,328, nominaler p-Wert = 0,0742, FDR g-
Wert = 0,037. Notch-Signaltransduktion, NES = 1,668, nominaler p-Wert= 0,003, FDR g-
Wert = 0,001. Rot = CD34+h, blau = CD34*m. B Gene mit jeweiligem Fold Change, welche in
CD34*m verglichen mit CD34*h differentiell exprimiert sind. GSEA und Gene ausgewahlt nach
Kap. 2.8. Signifikanz 2 FDR p <0,05. CD34*h = CD34*-HSPZ von gesunden Probanden
(healthy), CD34'm = CD34*-HSPZ von Myelom-Patienten (maligne), GSEA = Gene Set
Enrichment Analysis, NES = Normalized Enrichment Score, TGFB/TGF- = Transforming Growth
Factor-beta. Die aufgelisteten Genabkirzungen entsprechen den standardmaBig benutzten
Abkirzungen; die vollstandigen Namen der Gene kdnnen bspw. unter www.genecards.org
nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht aufgefiihrt. n = 4 (CD34+h)
und n =5 (CD34*m).

Mit den hier gefundenen Verdnderungen der Genexpression lassen sich die zuvor
beobachteten funktionellen Defizite der CD34+m verglichen mit den CD34+h erklaren: Es

zeigte sich eine signifikante Herunterregulation von Genen der EZM-Organisation sowie
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der Stammzelleigenschaften, des Ham-Metabolismus und von MSPZ-assoziierten
Genen. Die zugehdérigen Signaltransduktionswege TGF-, Hedgehog und Notch stellten
sich ebenfalls in ihrer Genexpression verandert dar.

3.3.2 Hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen nach Inkubation
mit Lenalidomid

Die Ermittlung der Unterschiede zwischen CD34+h und CD34*m diente als Grundlage
fur die nun untersuchten Veranderungen, die eine Inkubation mit Lenalidomid in CD34+h
sowie CD34*m ausléste. Im CFU-Assay wurde bereits eine signifikante Beeinflussung
der Bildung von Kolonien der roten Zellreihe durch CD34+h nach Lenalidomid-Inkubation
beobachtet. Um die Effekte von Lenalidomid weiter zu erforschen, fihrten wir eine RNA-
Sequenzierung von CD34+-HSPZ nach Lenalidomid-Inkubation durch.

Im Folgenden lag der Fokus auf den beiden Vergleichsgruppen CD34+h + Lenalidomid
und CD34*m + Lenalidomid jeweils im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen mit DMSO.
Daflir werden nun von dem bereits bekannten Venn-Diagramm die oberen beiden Kreise
mit schwarzer Umrandung betrachtet (Abb. 17 A). Nach Inkubation mit Lenalidomid
zeigten sich insgesamt 182 Gene in CD34+h (roter Kreis mit Uberschneidungen) und
327 Gene in CD34*m (griiner Kreis mit Uberschneidungen) differentiell exprimiert im
Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrollgruppe. AusschlieBlich in der jeweiligen Gruppe
differentiell exprimiert zeigten sich fir CD34*h + Lenalidomid vs. CD34*h + DMSO
42 Gene und fur CD34*m + Lenalidomid vs. CD34*m + DMSO 164 Gene.

Es fanden sich einige Uberschneidungen der differentiell exprimierten Gene in den
jeweiligen Gruppen, diese sind in Abb. 17 B tabellarisch aufgefihrt. Demnach flhrte eine
Inkubation mit Lenalidomid zu einer differentiellen Expression von 133 gleichen Genen
sowohl in CD34*h als auch in CD34*m. Eine Inkubation mit Lenalidomid der
CD34+h fluhrte zur differentiellen Expression eines Gens, welches sich auch in CD34*m
verglichen mit CD34+h differentiell exprimiert darstellte. AuBerdem stellten sich nach
Lenalidomid-Inkubation der CD34+*m 24 Gene differentiell exprimiert dar, welche auch in
CD34*m verglichen mit CD34+h differentiell exprimiert wurden. Es wurden 6 Gene
gefunden, die nach Lenalidomid-Inkubation sowohl in CD34+h als auch in CD34*m und

die ebenfalls in CD34+m verglichen mit CD34+h differentiell exprimiert wurden.
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A Venn-Diagramm B
CD34+h + Lena vs. CD34+m + Lenavs. | Anzahl differentiell | Erkldrung: Gruppen, in denen diese
CD34+h + DMSO, CD34+m + DMSO | exprimierter Gene | Gene differentiell exprimiert sind
(FDR p-Wert < 0,05)
42 nur in CD34*h + Lenalidomid
164 nur in CD34*m + Lenalidomid
133 in CD34*h + Lenalidomid
und in CD34*m + Lenalidomid
1 in CD34*h + Lenalidomid
und in CD34*m im Vergleich zu CD34*h
24 in CD34*m + Lenalidomid
und in CD34*'m im Vergleich zu CD34*h
168 6 in CD34*h + Lenalidomid
und CD34*m + Lenalidomid
CD34+m vs. CD34+h und in CD34*m im Vergleich zu CD34*h

Abb. 17: Anzahl differentiell exprimierter Gene in CD34*-HSPZ nach Inkubation mit
Lenalidomid. A Venn-Diagramm: Anzahl an differentiell exprimierten Genen in CD34+*h und
CD34*m nativ und nach Inkubation mit Lenalidomid. B Tabellarische Aufzéhlung der Anzahl der
differentiell exprimierten Gene in CD34+-HSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid in den jeweiligen
Konditionen. CD34*h = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender,
CD34*m = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten. Lena =
Lenalidomid. n = 4 (CD34+*h) und n = 5 (CD34*m).

Die IPA wies erneut auf eine Beeinflussung von unter anderem Komponenten des
Immunsystems durch Lenalidomid-Inkubation hin. Die Top Canonical Pathways sowie
die Top Upstream Regulators in CD34*h und CD34*m jeweils nach Lenalidomid-
Inkubation sind in Abb. 18 dargestellt.

Top Canonical Pathways Top Upstream Regulators
CD34*h + Lena vs. CD34'm + Lena vs. - CD34'm + Lena vs.
CD34*h + DMSO CD34'm + DMSO CD34*h + DMSO CD34'm + DMSO
Name Overlapin % Name Overlap in % Name vorhergesagte vorhergesagte
Hepatische Fibrose 13,4 Hepatische Fibrose 15,5 Aktivierung Aktivierung
Aktivierung Aktivierung TGFB1 aktiviert aktiviert
Sertoli-Zell-Signalgebung 1,7 Phagosomenbildung 9,8 Dexamethason aktiviert keine Vorhersage
Axonal Guidance 8,5 Adhasion und Diapedese 14,8 B-Ostradiol aktiviert aktiviert
Signalgebung von Granulozyten TNF aktiviert aktiviert
Eisenhomdostase 13,7 Integrin-linked Kinase 13,5 Lipopolysaccharide ~ aktiviert aktiviert
Signalweg Signalgebung

Ethanol-Degradierung IV 33,3

Abb. 18: Ergebnisse der Ingenuity Pathway Analysis fir Hamatopoietische Stamm- und
Progenitorzellen nach Lenalidomid-Inkubation. Dargestellt sind die Top Canonical Pathways
(kanonische Signalwege) sowie die Top Upstream Regulators (vorgeschaltete Regulatoren) fir
CD34+h und CD34*m jeweils nach Lenalidomid-Inkubation verglichen mit der jeweiligen DMSO-
Kontrollgruppe. Overlap (Uberschneidung) = Anteil der Gene aus dem vorliegenden Datensatz in
dem Signalweg an der Gesamtzahl der Gene dieses Signalwegs, CD34*h = hdmatopoietische

Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender, CD34*m = hamatopoietische Stamm- und
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Progenitorzellen von Mpyelom-Patienten, TGFB1 = Transforming Growth Factor beta 1,

TNF = Tumor Necrosis Factor alpha.

Im Folgenden wurde tiefergehend untersucht, inwiefern sich eine Inkubation mit
Lenalidomid auf verschiedene Prozesse auswirkte. Effekte von Lenalidomid auf CD34+-
HSPZ wurden mittels Reactome veranschaulicht: Heraufregulierende Effekte von
Lenalidomid wirkten sich vor allem auf die Zell-Zell-Kommunikation (Abb. 19 A links,
gelbe Striche) sowie die Organisation der EZM aus (Abb. 19 B links, gelbe Striche).
Diese hatten sich zuvor in CD34*m im Vergleich zu CD34+h herunterreguliert préasentiert
(Abb. 14 A). GSEA bestatigten eine angereicherte Expression von Genen der Zell-Zell-
Kommunikation in CD34+h nach Lenalidomid-Inkubation im Vergleich zu der DMSO-
Kontrollgruppe (NES -1,62, FDR g-Wert = 0,075, Abb. 19 A Mitte). Ebenso bestétigten
GSEA eine angereicherte Genexpression von Genen der EZM-Organisation in CD34+h
nach Lenalidomid-Inkubation im Vergleich zu der DMSO-Kontrollgruppe (NES -1,6, FDR
g-Wert = 0,088, Abb. 19 B Mitte).

Es folgte im Weiteren eine genaue Analyse der einzelnen, differentiell exprimierten Gene
der DESeg2-Daten. Die identifizierten Gene wurden gegenlbergestellt, um
entsprechende Abweichungen zwischen CD34+*h und CD34*m darzustellen. Als
signifikant differentiell exprimiert wurden Gene gewertet, welche bei einem FDR p-Wert
von = 0,05 einen Fold Change von < -1,5 oder =2 1,5 aufwiesen, also um das mindestens
1,5-fache mehr bzw. -1,5-fache weniger exprimiert waren als ihre DMSO-
Vergleichsgruppe. Hinsichtlich der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kommunikation sowie der
Organisation der EZM konnten einige Gene ausfindig gemacht werden, welche sich nach
Lenalidomid-Inkubation signifikant differentiell exprimiert darstellten (Abb. 19 A und B
jeweils Tabellen rechts, nach bioinformatischer Analyse 1, Kap. 2.7 und 2.8).

57



Ergebnisse

A Zell-Zell-Kommunikation

Reactome GSEA selektierte Gene mit differentieller Expression
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Reactome GSEA selektierte Gene mit differentieller Expression
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TGFB2 9,59 47,09

Abb. 19: Zell-Zell-Kommunikation und Organisation der Extrazellularmatrix in CD34+h und
CD34*m nach Inkubation mit Lenalidomid. A Zell-Zell-Kommunikation: Reactome-Analyse in
CD34*h und CD34*m nach Inkubation mit Lenalidomid, jeweils im Vergleich zu CD34*h und
CD34*m DMSO-Kontrolle (links). GSEA in in CD34*h nach Inkubation mit Lenalidomid verglichen
zu CD34*h nach DMS-Kontrolle, NES =-1,61682 , nominaler p-Wert <0,001, FDR g-
Wert = 0,075007 (Mitte). Selektierte Gene mit differentieller Expression in CD34+*h und CD34*m
nach Inkubation mit Lenalidomid im Vergleich zur jeweiligen DMS-Kontrolle (rechts). B
Organisation der Extrazellularmatrix: Reactome-Analyse in CD34*h und CD34*m nach Inkubation
mit Lenalidomid, jeweils im Vergleich zu CD34*h und CD34*m DMSO-Kontrolle (links). GSEA in
in CD34*h nach Inkubation mit Lenalidomid verglichen zu CD34*h nach DMS-Kontrolle, NES = -
1,59739 , nominaler p-Wert < 0,001, FDR g-Wert = 0,088381 (Mitte). Selektierte Gene mit
differentieller Expression in CD34+h und CD34*m nach Inkubation mit Lenalidomid im Vergleich
zur jeweiligen DMS-Kontrolle (rechts). GSEA und Gene ausgewahlt nach Kap. 2.8 CD34+h =
h&amatopoietische Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy). CD34'm =
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hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne), GSEA = Gene
Set Enrichment Analysis, Lena = Lenalidomid, NES = Normalized Enrichment Score. Die
aufgelisteten Genabkilrzungen entsprechen den standardméBig benutzten Abkirzungen; die
vollstandigen Namen der Gene kdnnen bspw. unter www.genecards.org nachgeschlagen werden
und sind hier zur besseren Ubersicht nicht aufgefiihrt. n = 4 (CD34+h), n = 5 (CD34*m).

GSEA veranschaulichten eine signifikante und deutliche Anreicherung von Genen des
Ham-Metabolismus in CD34+h (Abb. 20 A links, NES 2,08, FDR g-Wert < 0,001) und in
CD34*m (Abb. 20 A rechts, NES 1,91, FDR g-Wert < 0,001) jeweils in der DMSO-
Kontrollgruppe verglichen mit der Inkubation mit Lenalidomid. Dies stand im Einklang mit
der eingeschrankten Bildung roter Kolonien im CFU-Assay von CD34+h nach Inkubation
mit Lenalidomid (Kapitel 3.2.1). Es wurden zahlreiche die Hdmatopoiese und den Ham-
Metabolismus betreffende Gene identifiziert, welche in CD34*h und CD34*m nach

Inkubation mit Lenalidomid signifikant reduziert exprimiert wurden (Abb. 20 B).

A GSEA

Ham-Metabolismus CD34*h Ham-Metabolismus CD34*'m
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B selektierte Gene mit differentieller Expression
“ Fold Change in Fold Change in “ Fold Change in Fold Change in
CD34*h+ Lenavs. | CD34'm + Lena vs. CD34*h+ Lenavs. | CD34'm + Lena vs.
CD34*h + DMSO CD34'm + DMSO CD34*h + DMSO CD34*'m + DMSO
HbD -2,23 -3,9 EPB42 -9,31 -12,6
SELENBP1 -3,56 -3,92 CA1 -8,86 -12,8
KEL -3,41 -4,36  HbA1 -14,66 -15,42
KLF1 -3,64 -518 ALAS2 -12,3 -16,99
0SBP2 -4,13 -5,53 ADD2 -12,81 -19,53
GYPB -2,84 -5,69 HbB -10,99 -20,97
HbQ1 7,14 -6,53 ERFE -7,88 -21,16
SPTA1 -4,95 -6,97 HbM -222,72* -33,4
GYPA -14,68 -7,81  HbZ -78,08 -34,78
AHSP -10,85 -12,44 HbA2 -33,41 -43,21

Abb. 20: Der Him-Metabolismus in CD34*-HSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid. A GSEA

hinsichtlich des Ham-Metabolismus nach Inkubation mit Lenalidomid. Ham-Metabolismus in
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CD34*h + DMSO vs. CD34+*h + Lenalidomid, NES = 2,082441, nominaler p-Wert = 0,0, FDR g-
Wert < 0,001. Ham-Metabolismus in CD34'm + DMSO vs. CD34'm + Lenalidomid,
NES = 1,913064, nominaler p-Wert = 0,0, FDR g-Wert < 0,001. B Einzelne Gene bezogen auf
die Hamatopoiese und den H&m-Metabolismus mit differentieller Expression in CD34+*h und
CD34*m nach Inkubation mit Lenalidomid verglichen mit ihren jeweiligen DMSO-Kontrollen.
GSEA und Gene ausgewahlt nach Kap. 2.8. Signifikanz 2 FDR p < 0,05, *FDR p = 0,0567, somit
nach FDR nicht signifikant (aufgrund des Fold Changes dennoch hier gezeigt).
CD34*h = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender, CD34'm =
h&matopoietische Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten, GSEA = Gene Set
Enrichment Analysis, NES = Normalized Enrichment Score. Die aufgelisteten Genabkirzungen
entsprechen den standardmaBig benutzten Abklirzungen; die vollstindigen Namen der Gene
kénnen bspw. unter www.genecards.org nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren
Ubersicht nicht aufgefiihrt. n = 4 (CD34+h) und n = 5 (CD34*m).

Essentiell an der Proliferation und Differenzierung der CD34+-HSPZ und somit an der
Hamatopoiese beteiligt sind auch c-kit und sein Ligand KITLG (Kit-Ligand, Kap. 1.1.2)
sowie CXCR4. In der Analyse der DESeqg2-Daten prasentierte sich nach Inkubation mit
Lenalidomid eine verminderte Expression von c-kit in CD34*h und CD34*m nach
jeweiliger Inkubation mit Lenalidomid (Abb. 21 A, nach FDR nicht signifikant, hier jedoch
aufgrund der Relevanz fur die Hamatopoiese bei signifikantem p-Wert dennoch
dargestellt). KITLG stellte sich in CD34*h und CD34*m nach Lenalidomid-Inkubation im

Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle vermehrt exprimiert dar.

Aufgrund der zuvor beobachteten Reduktion erythropoietischer Kolonien nach
Inkubation mit Lenalidomid wurden Untersuchungen von CD34+-HSPZ von gesunden
Probanden nach Kultivierung mit 10 uM Lenalidomid mittels gRT-PCR im Hinblick auf c-
kit und CXCR4 als relevante hamatopoietische Marker angeschlossen. Die Expression
der Tyrosinkinase c-kit wurde nach Inkubation mit 10 uM Lenalidomid signifikant auf circa
ein Drittel des Ausgangswerts verringert (Abb. 21 B: relative Genexpression nach
Kap. 2.6.3: DMSO-Kontrolle: 0,02774 vs. Lenalidomid: 0,007222, p = 0,0065). Fur
CXCR4 zeigte sich eine nicht signifikante Tendenz zur vermehrten Expression nach
Inkubation mit 10 uM Lenalidomid (relative Genexpression nach Kap. 2.6.3: DMSO-
Kontrolle: 0,01993 vs. Lenalidomid: 0,03935, p = 0,0618).
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differentielle Genexpression B PCR

A
Fold Change in Fold Change in c-kit in CD34*h CXCR4 in CD34*h
CD34*h + Lena vs. CD34'm + Lena vs. 9.04 0.05 p=006

CD34*h + DMSO CD34'm + DMSO

e
o
@

kit 2,0 -2,07
(p=0,014, FDR p=0,44) (p=0,004, FDR p=0,14)
KITLG 2,08 2,57
(p=0,013, FDR p=0,43) (p=0,0004, FDR p=0,0495)

c~kit/GAPDH
CXCR4/GAPDH

Abb. 21: Differentielle Genexpression von c-kit und CXCR4 in CD34*-HSPZ nach Inkubation
mit Lenalidomid. A Genexpression von c-kit und KITLG in CD34*h und CD34*m nach Inkubation
mit Lenalidomid im Vergleich zu ihrer jeweiligen DMSO-Kontrollgruppe in den DESeqg2-Daten.
n =4 (CD34*h) und n =5 (CD34*m). B Relative Expression von c-kit (links) und CXCR4 (rechts)
bezogen auf GAPDH in CD34+h in der gRT-PCR mit und ohne Lenalidomid. Dargestellt sind die
Mittelwerte der relativen Genexpressionen (nach Kap. 2.6.3) £+ SEM. Signifikanzen wurden
berechnet mit ungepaartem studentischem t-Test: **, p < 0,01 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle,
n = 3. CD34*h = hdmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender, CD34'm =
hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten, CXCR4 = CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4, c-kit = CD117, KITLG = KIT-Ligand, gRT-PCR = quantitative Real-Time

Polymerasekettenreaktion.

Im Folgenden wurde untersucht, welche Signalwege in CD34+*h und CD34*m nach
Inkubation mit Lenalidomid veréandert waren und somit méglicherweise ebenfalls zu den
bisher gesehenen Veranderungen der Funktionalitdt der CD34+-HSPZ hinsichtlich des
Ham-Metabolismus sowie der Organisation der EZM und der Zell-Zell-Kommunikation
fihrten. Bei der Auswertung der DESeg2-Daten fiel auf, dass insbesondere auch solche
Gene nach Inkubation mit Lenalidomid differentiell exprimiert waren, welche die
Signalwege Wnt, TGF-B, Notch oder Hippo betrafen. Diese Gene sind in Tabelle 13
dargestellt. Die Zuordnung der jeweiligen Gene zu den Signalwegen erfolgte Gber

Literaturrecherche (www.genecards.org, www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov).
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Whnt-Signalweg TGF-B-Signalweg
“ Fold Change in Fold Change in “ Fold Change in Fold Change in
CD34*h + Lena vs. | CD34'm + Lena vs. CD34*h+ Lenavs. | CD34'm + Lena vs.
CD34*h + DMSO CD34'm + DMSO CD34*h + DMSO CD34'm + DMSO
ROR1 18,5 - TGFB2 9,6 471
WLS 4,6 - GDF3 - 16,4
DAAM2 - 11,8 INHBA 10,4 7,7
WNT11 - 4,8 TGFB1l1 &3 4,3
LBH - -3,2
KREMEN1 - -4,5
LGR6 - -12,1
Notch-Signalweg Hippo-Signalweg
“ Fold Change in Fold Change in “ Fold Change in Fold Change in
CD34*h+ Lenavs. | CD34'm + Lena vs. CD34*h+ Lenavs. | CD34*m + Lena vs.
CD34*h + DMSO CD34*m + DMSO CD34*h + DMSO CD34*m + DMSO
HES5 -7,7 - AMOTL2 - 19,95
HEY1 13,3 10,4 TEAD2 18,6 18,3
HES6 -3,3 -2,7 AJUBA 3,8 4,4

Tabelle 13: Differentielle Expression von Genen der Signalwege Wnt, TGF-, Notch und
Hippo in CD34*-HSPZ nach Lenalidomid-Inkubation. Die dargestellten Gene sind in den
entsprechenden Konditionen differentiell exprimiert: Die jeweils zweite Spalte betrifft differentiell
exprimierte Gene in CD34*h + Lenalidomid verglichen mit. CD34*h + DMSO, die jeweils dritte
Spalte betrifft differentiell exprimierte Gene in CD34*m + Lena verglichen mit CD34*m + DMSO.
Die Zuordnung der jeweiligen Gene zu den Signalwegen erfolgte Uber Literaturrecherche
(www.genecards.org, www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov). Signifikanz 2 FDR p < 0,05. CD34+*h =
CD34+HSPZ von gesunden Probanden (healthy), CD34*'m = CD34+-HSPZ von Myelom-
Patienten (maligne). Die aufgelisteten Genabklrzungen entsprechen den standardmaBig
benutzten Abkirzungen; die vollstindigen Namen der Gene kdnnen bspw. unter
www.genecards.org nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht
aufgefuhrt. n = 4 (CD34*h) und n =5 (CD34*m).

Insgesamt waren nach Inkubation mit Lenalidomid 133 gleiche Gene sowohl in CD34+h
als auch in CD34*m in dieselbe Richtung differentiell exprimiert (64 Gene wurden in
beiden Konditionen herauf- und 69 Gene herunterreguliert). Allerdings flhrte eine
Lenalidomid-Inkubation auch zu unterschiedlichen Effekten auf CD34*m und CD34+h:
So existierten Gene, die lediglich in einer der beiden Konditionen durch Lenalidomid

beeinflusst wurden.

Im Venn-Diagramm (Abb. 12) war ersichtlich, dass Lenalidomid in CD34+-HSPZ von
gesunden Probanden sowie von MM-Patienten auf 6 Gene wirkte, die sich auch in
CD34*m im Vergleich zu CD34+h differentiell exprimiert darstellten. Hierbei fand sich
eine entgegengesetzte Auspragung der Genregulation: So wurden diese Gene durch
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eine  MM-Erkrankung herunterreguliert und nach Inkubation mit Lenalidomid
heraufreguliert. Weiterhin fanden sich 24 Gene, die durch MM-Erkrankung herunter- und
nach Inkubation mit Lenalidomid in CD34+m heraufreguliert waren. Insgesamt flhrte eine
Lenalidomid-Inkubation in CD34*m zu einer differentiellen Expression von 30 Genen, die
in CD34+*m im Vergleich zu CD34+h in die gegensatzliche Richtung differentiell exprimiert
wurden. Dabei wurden diese 30 Gene durch MM-Erkrankung vermindert und nach
Inkubation mit Lenalidomid vermehrt exprimiert. Dieser Zusammenhang wird in Abb. 22

veranschaulicht.

CD34'm
CD34*m CD34*h + Lenalidomid CD34*m

§-F 8-
| |

differentielle Genexpression (199 Gene) differentielle Genexpression (327 Gene)
ﬁ 27 Gene in CD34*m heraufreguliert 137 Gene in CD34*m + Lena herunterreguliert@

@172 Gene in CD34*m herunterreguliert 190 Gene in CD34*m + Lena heraufreguliertﬁ

| 30 gleiche Gene |
gegensatzlich reguliert

Abb. 22: Ubersicht der differentiellen Genexpression in CD34*m verglichen mit CD34+h
sowie nach Inkubation der CD34*m mit Lenalidomid. CD34+h = CD34+-HSPZ von gesunden
Probanden  (healthy), CD34*m = CD34*-HSPZ von Myelom-Patienten  (maligne),
HSPZ = hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen, Lena = Lenalidomid. Abb. erstellt mit
Servier Medical Art von Servier.

Eine genaue Auflistung der 30 Gene, welche sich in CD34*m heraufreguliert und in
CD34*m nach Lenalidomid-Inkubation herunterreguliert darstellten, ist Tabelle 14 zu
entnehmen. Dort befindet sich ebenfalls eine représentative Zuordnung der Gene zu
ihrer jeweiligen Funktion. Eine Auflistung der Gene mit ihrem jeweiligen Fold Change
befindet sich im Anhang in Tabelle A 1.
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Funktion/biologische Funktion/biologische

Gen Prozesse Gen Prozesse

NNMT Stoffwechsel, Methylierung CSF1R Immunsystem,
[184] Knochenformation [185]

CELA2B Elastase ohne katalytische VSIG4 Immunsystem [187]
Aktivitat [186]

PPIC Proteinfaltung, bindet an LAYN Hyaluronséure-Rezeptor,
Cyclosporin A [188, 189] Zytoskelett [190]

TREM2 Immunsystem [191], FCAR Immunsystem [193]
Osteoklasten [192]

FARP1 Guanin-Nukleotid- TSPAN15 Reguliert ADAM10
Austauschfaktor, Wnt- Transmembranprotease, Notch-
Signalweg [194] Signalweg [195]

CORO1B Zellmotilitat, Aktin-Bindeprotein | SLAMF8 Immunsystem, Osteogenese,
[196] Wnt-Signalweg [197]

ELANE Elastase, Immunsystem [198] CA12 Carboanhydrase

FCGRT Immunsystem [199] A2M Proteinase-Inhibitor [200]

ARHGAP31 GTPase-Regulator [201] GNG12 G-Protein

MCEMP1 Immunsystem [202] MARCO Immunsystem [203]

TRPM4 Kationenkanal, NRP2 Osteogenese [205]
Membrandepolarisation [204]

HNMT Histamin-Methylierung [206] DAAM2 Reguliert Wnt-Signalweg [207]

ARPIN Zellmigration [208] ALDH1A2 Retinolsdure-Synthese,

Immunsystem [209]

SRPX Zelladhé&sion, Apoptose, IL1R2 Interleukin-Rezeptor,
Tumorsuppressorgen [210] Immunsystem

CTSG Immunsystem [211] CD209 Immunsystem [212]

Tabelle 14: 30 Gene, deren Expression sich in CD34*m reduziert und nach Inkubation mit
Lenalidomid verstéarkt darstellt. Alle Gene sind in CD34*m im Vergleich zu CD34+*h reduziert
exprimiert (Fold Change < -1,5) und in CD34*m nach Inkubation mit 10 pM Lenalidomid im
Vergleich zu CD34*m mit DMSO-Kontrolle vermehrt exprimiert (Fold Change = 1,5). Signifikanz
2 FDR p = 0,05. Unter ,Funktion” in Spalte 2 ist keine vollstandige Auflistung aller Funktionen
und Beteiligungen des jeweiligen Gens zu finden, sondern lediglich ein Ausschnitt. A2M = Alpha-
2-Macroglobulin,  ALDH1A2 = Aldehyde Family  Member A2,
ARHGAP31 = Rho GTPase Activating Protein 31, ARPIN = Actin Related Protein 2/3 Complex
Inhibitor, CA12 = Carbonic Anhydrase 12, CD209 = CD209 Molecule, CD34*h = CD34+-HSPZ
von gesunden Probanden (healthy), CD34*m = CD34+-HSPZ von Myelom-Patienten (maligne),
CELA2B = Chymotrypsin Like Elastase 2B, CORO1B = Coronin 1B, CSF1R = Colony
Stimulating Factor 1 Receptor, CTSG = Cathepsin G; DAAM2 = Dishevelled Associated Activator

Dehydrogenase 1
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of Morphogenesis 2, ELANE = Elastase, Neutrophil Expressed, FARP1 = FERM, ARH/RhoGEF
and Pleckstrin Domain Protein 1, FCAR = Fc alpha Receptor, FCGRT = Fc gamma Receptor and
Transporter, GNG12 = G Protein Subunit gamma 12, HNMT = Histamine N-Methyitransferase,
IL1R2 = Interleukin 1 Receptor Type 2, LAYN = Layilin, MARCO = Macrophage Receptor with
Collagenous  Structure, MCEMP1 = Mast Cell Expressed Membrane Protein 1,
NNMT = Nicotinamide N-Methyltransferase, NRP2 = Neuropilin 2, PPIC = Peptidylprolyl
Isomerase C, SLAMF8 = SLAM Family Member 8, SRPX = Sushi Repeat Containing Protein X-
Linked, TREM2 = Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2, TRPM4 = Transient
Receptor Potential Cation Channel Subfamily M Member 4, TSPAN15 = Tetraspanin 15,
VSIG4 = V-Set and Immunoglobulin Domain Containing 4. n = 4 (CD34+h) und n =5 (CD34*m).

Insgesamt zeigte sich also eine signifikante Beeinflussung der Genexpression von
CD34*m und CD34+h nach Lenalidomid-Inkubation, wobei diese teilweise auf dieselben
Gene in CD34*m und CD34+*h wirkte, teilweise auch nur auf Gene einer der beiden
Gruppen. Insbesondere fuhrte die Lenalidomid-Inkubation zur Heraufregulation der
EZM-Organisation sowie der Zell-Zell-Kommunikation, welche sich zuvor in CD34*m
verglichen mit CD34+h herunterreguliert darstellten. Es wurden auBerdem 30 Gene
identifiziert, die in CD34+*m verglichen mit CD34+h herunterreguliert und die in CD34*m
nach Lenalidomid-Inkubation wieder heraufreguliert wurden und die insbesondere bei
Prozessen der Immunregulation, Signaltransduktion, des Metabolismus oder Zell-Zell-
Interaktionen eine Rolle spielten. Passend zu der in den CFU-Assays beobachteten
eingeschrankten Bildung von Kolonien der roten Zellreihe (in CD34+h , Kap. 3.2.1)
stellten sich nach Inkubation mit Lenalidomid zahlreiche Gene des Ham-Metabolismus
deutlich vermindert exprimiert dar. Weiterhin zeigten sich die Signalwege Wnt, TGF-B,
Notch und Hippo durch Lenalidomid-Inkubation beeinflusst. Eine zusammenfassende
Darstellung der Ergebnisse zu den CD34+-HSPZ bietet Abb. 23.
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" i CD34*m .
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Immunregulation
Signaltransduktion
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Abb. 23: Zusammenfassendes Schaubild der Ergebnisse der HSPZ. CD34+h = CD34+-HSPZ
von gesunden Probanden (healthy), CD34*m = CD34*-HSPZ von Myelom-Patienten (maligne),
EZM = Extrazellularmatrix, MSPZ = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen, TGF-
B = Transforming Growth Factor beta, Wnt = Wingless Int-1. n = 4 (CD34+*h) und n = 5 (CD34*m).

Die zweite groBe Zellpopulation der Knochenmarknische sind die MSPZ, sodass im
Folgenden die Verénderungen der MSPZ durch MM-Erkrankung sowie der Einfluss
Lenalidomids auf diese Zellpopulation untersucht wurden.

3.3.3 Vergleich Mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen von
Myelom-Patienten und gesunden Probanden
Analog zu den CD34+-HSPZ erfolgte zunachst die Untersuchung der Unterschiede
zwischen MSPZh und MSPZm ohne Lenalidomid-Inkubation auf molekularer Ebene.
Abb. 24 zeigt wie bereits fur die CD34+*-HSPZ ein Venn-Diagramm, welches Daten
verschiedener Vergleichsgruppen beinhaltet (Vergleich MSPZm und MSPZh sowie
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jeweils mit und ohne Lenalidomid). Fiir den Vergleich der MSPZm mit MSPZh wurde
zunachst der untere, blaue Kreis mit schwarzer Umrandung betrachtet. Insgesamt
stellten sich 1532 Gene in MSPZm im Vergleich zu MSPZh differentiell exprimiert dar
(Abb. 24, blauer Kreis mit Uberschneidungen, FDR < 0,05, Fold Change = 1,5 bzw. < -
1,5): Davon waren in MSPZm im Vergleich zu MSPZh 1226 Gene herauf- und 306 Gene

herunterreguliert.

Venn-Diagramm

MSPZh + Lena vs. MSPZm + Lena vs.
MSPZh + DMSO MSPZm + DMSO

1226 Gene heraufreguliertﬁ

Insgesamt 1532 Gene
° e mmmm) | differentiell exprimiert
in MSPZm vs. MSPZh

1422

\306 Gene herunterreguliert@

MSPZm vs. MSPZh

Abb. 24: Unterschiede in der RNA-Expression von MSPZm verglichen mit MSPZh. Venn-
Diagramm: Anzahl an differentiell exprimierten Genen in CD34*h und CD34*m nativ und nach
Inkubation mit Lenalidomid. Das Venn-Diagramm ist eine Zusammenstellung der differentiell
exprimierten Gene nach Exposition gegeniber Lenalidomid in MSPZh (roter Kreis) und MSPZm
(graner Kreis) sowie der differentiell exprimierten Gene in MSPZm und MSPZh (blauer Kreis) mit
deren jeweiligen Uberschneidungen. Signifikanz 2 FDR p < 0,05, Fold Change = 1,5 bzw. < -1,5.
Lena = Lenalidomid. MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden
Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-
Patienten (maligne). n = 3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm).

Bei den CD34+-HSPZ war bereits eine deutliche Veranderung der Genexpression
bezlglich der EZM aufgefallen. Somit wurden auch die MSPZm hinsichtlich mdglicher
Unterschiede in der Genexpression beziglich der EZM verglichen mit MSPZh
untersucht. Reactome-Analysen bekraftigten Unterschiede der EZM-Organisation in
MSPZm verglichen mit MSPZh (Abb. 25 A, gelbe Striche). In den GSEA stellte sich eine
deutliche Anreicherung von Genen der EZM-Organisation in MSPZh verglichen mit
MSPZm dar (Abb. 25 B, NES 1,73, FDR g-Wer = 0,067). Selektierte Gene, welche in
dem Genset des GSEA zur EZM-Organisation sowie in den DESeq2-Daten signifikant
(FDR p=<0,05 wund mit einem Fold Change von = 15 bzw.
< -1,5 differentiell exprimiert waren, sind in Abb. 25 C aufgefthrt. All diese Gene wurden

in MSPZm verglichen mit MSPZh vermindert exprimiert.
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A Reactome B Extrazellularmatrix
herunterreguliert in MSPZm vs. MSPZh

Enrichment plot:
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selektierte Gene mit differentieller Expression

C
Fold Change Fold Change Fold Change
in MSPZm in MSPZm in MSPZm
vs. MSPZh vs. MSPZh vs. MSPZh

MFGE8 -2,3 MATN2 -5,34 ITGA9 -10,57
COL8A1 -2,34 COL15A1 -6,5 ITGB2 -12,29
SERAC1 -2,41 VIT -7,71 OMD -14,51
THBS2 -2,86 LRRC15 -8,64 FLRT1 -16,32
COL11A1 -3,52 IL7 -8,85 MMP13 -22,74
LAMA4 -3,93 COMP -9,21 SCUBE1 -22,92
EMID1 -5,03 SMOC2 -9,47 IBSP -24,96
HPSE -5,2 COLEC12 -10,54

Abb. 25: Expression von Genen der Extrazellularmatrix in MSPZm verglichen mit MSPZh.
A Reactome-Analyse von differentiell regulierten Prozessen der EZM-Organisation in MSPZm
im Vergleich zu MSPzZh. B GSEA veranschaulichen Veradnderungen der EZM in
MSPZm gegeniiber MSPZh. NES = 1,7296, nominaler p-Wert < 0,001, FDR g-Wert = 0,06658.
C Gene mit jeweiligem Fold Change hinsichtlich der EZM-Organisation, welche in MSPZm
verglichen mit MSPZh differentiell exprimiert sind. GSEA und Gene ausgewahlt nach Kap. 2.8.
Signifikanz 2 FDR p < 0,05. EZM = Extrazellularmatrix, GSEA = Gene Set Enrichment Analysis,
MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy),
MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne),
NES = Normalized Enrichment Score. Die aufgelisteten Genabkirzungen entsprechen den
standardmaBig benutzten Abklrzungen; die vollstandigen Namen der Gene kénnen bspw. unter
www.genecards.org nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht
aufgefuhrt. n = 3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm).

Im Folgenden wurde die Funktionalitdt des KM-Mikromilieus bezogen auf die MSPZ
untersucht. GSEA bekréftigten eine starke Anreicherung von Genen der
Stammzellsignaltransduktion in MSPZh verglichen mit MSPZm mit einem hohen NES
von 2,01 (FDR g-Wert < 0,001, Abb. 26 A links) sowie eine Anreicherung von Genen der
Osteogenese in MSPZh verglichen mit MSPZm, ebenfalls mit einem hohen NES von 1,8
(FDR g-Wert = 0,006, Abb. 26 A rechts). Mehrere Gene konnten identifiziert werden,
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welche in MSPZm verglichen mit MSPZh differentiell reguliert waren und die an
Prozessen der Stammzellsignaltransduktion oder der Osteogenese beteiligt sind (Abb.
26 B).

A GSEA
Stammzelle Osteogenese
Enrichment plot: STEM_CELL_SIGNALING Enri plot: OSTEC
g, NES = 2,01 gos NES = 1.8
g FDR g-Wert < 0,001 ¢ FDR g-Wert = 0,006
2. MSPZh MSPZm 5 MSPZh MSPZm
BRI [ Ericimert rofte — s — — Ranking mtrc scorw] e
B selektierte Gene mit differentieller Expression
Stammzelle Osteogenese
Gen Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
in MSPZm in MSPZm in MSPZm in MSPZm
vs. MSPZh vs. MSPZh vs. MSPZh vs. MSPZh
NFATC3 -1,8 OSTN 220,72 DLX5 -3,46 BMPR1B -9,93
Osteocrin
VERERT | 219 ( ) ARSD -3,49 BGLAP 11,82
p MGP 5,25 (Osteocalcin)
FGFR1 2,23 RUNX2 357
TGFBR2  -2,26 TGFBR1 -2,19 OMD (Osteo-  -14,51
BCLY 287 FGFR1 223 COL15A1 -6,5 modulin)
FZD1 -3,37 TGFBR2  -2,26 VCAM1 -8,23 IBSP -24,96
FZD5 -4,07 CDH11 -2,57 IGF2 -8,45 SHOX 27,71
BMPR1B  -9,93 RUNX3 -3,32 COMP -9,21 SP7 (Osterix) -121,83

Abb. 26: Stammzelleigenschaften in MSPZm verglichen mit MSPZh. A GSEA:
Stammzellsignaltransduktion, NES = 2,01, nominaler p-Wert < 0,001, FDR g-Wert < 0,001.
Osteogenese, NES = 1,798, nominaler p-Wert < 0,001, FDR g-Wert = 0,0056. Rot = MSPZh,
blau = MSPZm. B Einzelne Gene bezogen auf die Stammzellsignaltransduktion und die
Osteogenese mit differentieller Expression in MSPZm verglichen mit MSPZh. GSEA und Gene
ausgewahlt nach Kap. 2.8. Signifikanz = FDR p < 0,05. MSPZh = mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen gesunder Spender, MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von
Myelom-Patienten, GSEA = Gene Set Enrichment Analysis, NES = Normalized Enrichment
Score. Die aufgelisteten Genabkirzungen entsprechen den standardmaBig benutzten
Abkirzungen; die vollstindigen Namen der Gene kdnnen bspw. unter www.genecards.org
nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht aufgefiihrt. n = 3 (MSPZh),
n =2 (MSPZm).

Im Weiteren wurde untersucht, ob fiir diese Veradnderungen des KM-Mikromilieus unter
anderem dieselben Signalwege verantwortlich sein kénnten wie bereits flir die CD34*m

vermutet (Kap. 3.3.1: TGF-B, Hedgehog und Notch). Diesbezlglich veranschaulichten
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GSEA eine signifikant angereicherte Expression des TGF-B-BMP-Signalwegs in MSPZh
verglichen mit MSPZm mit einem NES von 1,87 (FDR g-Wert < 0,001, Abb. 27 A links).
Einzelne, signifikant differentiell regulierte Gene dieses Signalwegs wurden ausfindig
gemacht (Abb. 27 A, Tabelle rechts). Die Analyse der DESeqg2-Daten ergab ebenfalls
den Nachweis mehrerer signifikant differentiell exprimierter Gene des Wnt- sowie des
Hedgehog-Signalwegs (Abb. 27 B, die Zuordnung der jeweiligen Gene zu den
Uber Literaturrecherche (www.genecards.org,

Signalwegen erfolgte

www.pubmed.ncbi.nim.nih.gov)).

A TGF-B-BMP-Signalweg
GSEA selektierte Gene
Enrichment plot:
TGFB_BMP_SIGNALING_PATHWAY
B NES = 1,87 Fold Change
go FDR g-Wert < 0,001 in MSE2m
go vs. MSPZh
g z I PLAU -1,93
£ N TGFBR1 2,19
L ||| o e
: i KLHL24 2,66
2. MSPzh MSPZm ACTCH 847
£ s s BMPR1B  -9,93
T e -11,82
g Rank In Ordered Dataset
[ Enrichment profile — Hits Ranking metric scores|
B weitere Signalwege
Wnt-Signalweg Hedgehog-Signalweg
Fold Change Fold Change Fold Change
in MSPZm in MSPZm in MSPZm
vs. MSPZh vs. MSPZh vs. MSPZh
NXN -2,45 SFRP4 - HHIP 19,95
BCL9 -2,87 CELSR3 9,71
HHIP-AS1 8,16
FZD1 -3,37 CD24 -11,64
RASA1 -1,86
FZD5 -4,07 CELSR1 -12,26 TLES3 208
LRP5L -4,55 \Wnt7B 24,41 s
CELSR1 -12,26
JUP -4,98 RSPO1 -48,75

Abb. 27: TGF-B-, Wnt- und Hedgehog-Signalwege in MSPZm verglichen mit MSPZh. A TGF-
B-BMP-Signalgebung in GSEA sowie einzelne Gene mit differentieller Expression in MSPZm
verglichen mit MSPZh und dem jeweiligen Fold Change. GSEA: NES = 1,8715, nominaler p-
Wert < 0,001, FDR g-Wert < 0,001. Rot = MSPZh, blau = MSPZm. GSEA und Gene ausgewahlt
nach Kap. 2.8. B Einzelne Gene mit signifikanter differentieller Genexpression in MSPZm
verglichen mit MSPZh beteiligt an den Signalwegen Wnt und Hedgehog. Die Zuordnung der
jeweiligen Gene zu den Signalwegen erfolgte Uber Literaturrecherche (www.genecards.org,
www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov). Signifikanz = FDR p < 0,05. MSPZh = mesenchymale Stamm-
und Progenitorzellen gesunder Spender, MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
von Myelom-Patienten, GSEA = Gene Set Enrichment Analysis, NES = Normalized Enrichment
Score. Die aufgelisteten Genabkirzungen entsprechen den standardmaBig benutzten

Abkirzungen; die vollstindigen Namen der Gene kdnnen bspw. unter www.genecards.org
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nachgeschlagen werden und sind hier zur besseren Ubersicht nicht aufgefiihrt. n = 3 (MSPZh),
n =2 (MSPZm).

Weitere, signifikant differentiell exprimierte Gene in MSPZm verglichen mit MSPZh
wurden identifiziert, welche sich nicht einem gemeinsamen Signalweg zuordnen lieBen,
die jedoch an verschiedenen Zellablaufen beteiligt sind. Eine Auswahl dieser befindet
sich in Tabelle 15.

Gen Beschreibung Fold Change in
MSPZm vs. MSPZh

ADGRG7 Adhesion G Protein- 3361,49
Coupled Receptor G7

FGF16 Fibroblast Growth 456,54
Factor 16

FLTH Fms Related Receptor 198,16
Tyrosine Kinase 1

SLAMF7 Signaling Lymphocytic 97,53
Activation Molecule
Family Member 7

ITGB1BP2 Integrin Subunit Beta 1 78,1
Binding Protein 2

IGF2BP1 Insulin Like Growth 13,22
Factor 2 MRNA Binding
Protein 1

LMO2 LIM Domain Only 2 -2,57

ITGA9 Integrin Subunit Alpha 9 -10,57

ITGB2 Integrin Subunit Beta 2 -12,29

TNFSF15 TNF Superfamily -48,21
Member 15

Tabelle 15: Auswabhl differentiell exprimierter Gene in MSPZm im Vergleich zu MSPZh mit
héamato-onkologischer Relevanz. Die Tabelle stellt reprasentativ differentiell exprimierte Gene
in MSPZm im Vergleich zu MSPZh dar. Signifikanz 2 FDR p = 0,05, Fold Change =2 1,5 bzw. < -
1,5. MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy),
MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). n = 3
(MSPZh), n = 2 (MSPZm).

Weiterhin wurde tiberprift, ob Uberschneidungen von MSPZ und CD34+-HSPZ bezogen
auf differentiell exprimierte Gene existierten. Es wurden 10 Gene identifiziert, die in
MSPZ und CD34+-HSPZ von MM-Patienten jeweils gegeniber MSPZ sowie CD34+-
HSPZ von gesunden Probanden differentiell exprimiert waren (Anhang Tabelle A 2).
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Zahlreiche signifikante Unterschiede in der Genexpression von MSPZm verglichen mit
MSPZh wurden festgestellt. Eine Vielzahl von Genen der EZM-Organisation stellte sich
in MSPZm signifikant vermindert exprimiert dar. Weiterhin zeigten sich Gene der
Stammzellsignalgebung sowie der Osteogenese signifikant verandert. Als betroffene
Signalwege wurden TGF-B, Wnt und Hedgehog identifiziert.

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern sich eine Behandlung mit Lenalidomid auf die
MSPZ auswirkte.

3.3.4 Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen nach Inkubation mit
Lenalidomid

Die hier prasentierten Ergebnisse der Zellkulturexperimente erbrachten keinen
Nachweis einer Beeinflussung der Proliferation oder Differenzierung von MSPZm oder
MSPZh nach Lenalidomid-Inkubation (Kap. 3.2.2). Im Weiteren wurde untersucht,
inwiefern Lenalidomid die MSPZ Uiber eine Regulation der Genexpression beeinflusste.
Daher wurden Analysen von MSPZh und MSPZm mit und ohne Lenalidomid-Inkubation
auf molekularer Ebene mittels RNA-Sequenzierung angeschlossen. Fir die
Sequenzierung wurden n = 3 fiir MSPZh und n = 2 fir MSPZm verwendet.

Bereits in der Hauptkomponentenanalyse (Abb. 11) zeigte sich ein unterschiedliches
Clustering der MSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid lediglich fir MSPZm, nicht jedoch
fir MSPZh. Erneut werden nun von dem bereits bekannten Venn-Diagramm die oberen
beiden Kreise mit schwarzer Umrandung betrachtet (Abb. 28 A). Es fanden sich
Uberschneidungen der differentiell exprimierten Gene in den jeweiligen Gruppen, diese
sind in Abb. 28 B tabellarisch aufgefiihrt. Passend zu der Hauptkomponentenanalyse
ergab die RNA-Sequenzierung nach Inkubation mit Lenalidomid keine signifikant
differentiell exprimierten Gene in MSPZh (roter Kreis), jedoch eine signifikante
differentielle Expression von insgesamt 121 Genen in MSPZm (griner Kreis mit
Uberschneidungen). Von diesen wurden 10 Gene vermehrt und 111 Gene vermindert
exprimiert. 110 dieser 121 nach Inkubation mit Lenalidomid in MSPZm differentiell
exprimierten Gene stellten sich ebenfalls in MSPZm verglichen mit MSPZh differentiell
exprimiert dar. 11 Gene waren ausschlieBlich in MSPZm nach Lenalidomid-Inkubation

differentiell exprimiert (griiner Kreis ohne Uberschneidung).
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A Venn-Diagramm B
MSPZh + Lena vs. MSPZm + Lena vs. A hl diff tiell Erkli -G ind di
MSpowe s nice MSPZm + DMSO nzahl differentie rklarung: Gruppen, in denen diese
exprimierter Gene Gene differentiell exprimiert sind
(FDR p-Wert < 0,05)
0 nur in MSPZh + Lenalidomid
il nur in MSPZm + Lenalidomid
— 0 in MSPZh + Lenalidomid
und in MSPZm + Lenalidomid
0 in MSPZh + Lenalidomid
und in MSPZm im Vergleich zu MSPZh
110 in MSPZm + Lenalidomid
und in MSPZm im Vergleich zu MSPZh
Rze 0 in MSPZh + Lenalidomid
und MSPZm + Lenalidomid
MSPZm vs. MSPZh und in MSPZm im Vergleich zu MSPZh

Abb. 28: Anzahl differentiell exprimierter Gene in MSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid.
A Venn-Diagramm: Anzahl an differentiell exprimierten Genen in MSPZh und MSPZm nativ und
nach Inkubation mit Lenalidomid. B Tabellarische Aufzdhlung der Anzahl der differentiell
exprimierten Gene in MSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid in den jeweiligen Konditionen.
Lena = Lenalidomid. MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden
Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-
Patienten (maligne). n = 3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm).

Zur weiteren Analyse der Effekte durch Lenalidomid-Inkubation wurden die Ergebnisse
und Vorhersagen der IPA betrachtet, welche in Abb. 29 dargestellt sind. Zu den Top
Canonical Pathways gehoérten die oxidative Phosphorylierung, die mitochondriale
Dysfunktion, die EIF2-Signalgebung (EIF2 = Eukaryotic Translation Initiation Factor 2),
der Sirtuin-Signalweg sowie die Ostrogenrezeptor-Signalgebung. Die IPA
prognostizierte eine Inhibierung von Regulatoren in MSPZm im Vergleich zu MSPZh,
welche nach Inkubation mit Lenalidomid in MSPZm laut IPA aktiviert wirden.
Insbesondere wurden RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion Of Mammalian
Target Of Rapamycin) sowie torin1 (mTOR-Inhibitor) als Top Upstream Regulators
prognostiziert, die in MSPZ von MM-Patienten im Vergleich zu MSPZ von gesunden
Probanden inhibiert, nach Inkubation mit Lenalidomid jedoch aktiviert vorhergesagt
wurden. Daneben prognostizierte die IPA ST1926 und CD437 in MSPZ von MM-
Patienten inhibiert, nach Inkubation mit Lenalidomid jedoch wieder aktiviert.

73



Ergebnisse

Top Canonical Pathways Top Upstream Regulators
MSPZm vs. MSPZh MSPZm + Lena vs. MSPZm MSPZm + Lena vs.
MSPZm + DMSO vs. MSPZh MSPZm + DMSO
Name Overlap in % Name Overlap in % Name vorhergesagte Name vorhergesagte
oxidative 47,7 oxidative 45 Aktivierung Aktivierung
Phosphorylierung Phosphorylierung torin1 inhibiert torin1 aktiviert
mitochondriale 20,3 mitochondriale 35,7 RICTOR inhibiert RICTOR  aktiviert
Dysfunktion Dysfunktion ST1926 inhibiert ST1926  aktiviert
EIF2-Signalgebung 24,2 EIF2-Signalgebung 30,8 CD437 inhibiert LARP1 aktiviert
Sirtuin-Signalweg 20,5 Sirtuin-Signalweg 21,2
FAT10-Signalweg 42,9 Osrogenrezeptor- 15
Signalgebung

Abb. 29: Ergebnisse der Ingenuity Pathway Analysis fir Mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen. Dargestellt sind die Top Canonical Pathways (kanonische Signalwege) sowie
die Top Upstream Regulators (vorgeschaltete Regulatoren) in den jeweiligen Vergleichen
MSPZm und MSPZh sowie MSPZm + Lenalidomid und MSPZm + DMSO (Kontrolle). Auch
UQCC3 wurde als Top Upstream Regulator in beiden Konditionen detektiert, jedoch ohne
Information seitens der IPA beziiglich der vorhergesagten Aktivierung. Lena = Lenalidomid,
Overlap (Uberschneidung) = Anteil der Gene aus dem vorliegenden Datensatz in dem Signalweg
an der Gesamtzahl der Gene dieses Signalwegs. EIF2 = Eukaryotic Translation Initiation Factor
2, MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy),
MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne),
RICTOR = Rapamycin-Insensitive Companion Of Mammalian Target Of Rapamycin.

Da die IPA mit RICTOR einen Bestandteil des mTOR-Signalwegs (Mammalian Target
Of Rapamycin) und mit torin1 einen mTOR-Inhibitor als signifikant inhibiert bzw. aktiviert
vorhersagte, betrachteten wir in der Analyse der DESeg2-Daten Gene des mTOR-
Signalwegs genauer. Einzelne Gene des mTOR-Signalwegs stellten sich signifikant
differentiell exprimiert dar (Tabelle 16). LAMTOR4 und LAMTORS (Late Endosomal
Adaptor, MAPK and mTOR 4, 5) wurden durch MM-Erkrankung herauf- und nach
Inkubation mit Lenalidomid in MSPZm herunterreguliert. LAMTOR2 wurde in MSPZm
verglichen mit MSPZh heraufreguliert; nach Lenalidomid-Inkubation zeigte sich keine
differentielle Genexpression von LAMTOR2. RICTOR prasentierte sich in keiner der
Konditionen signifikant differentiell exprimiert.

74



Ergebnisse

Gen Fold Change Fold Changein
in MSPZm MSPZm + Lena vs.
vs. MSPZh MSPZm + DMSO

LAMTOR4 3,22 -2,61
LAMTORS5 2,33 -2,11
LAMTOR2 2,01 -

Tabelle 16: Bestandteile des mTOR-Sighalwegs in MSPZm und nach Inkubation mit
Lenalidomid. Gene aus bioinformatischer Auswertung 1. Signifikanz 2 FDR p <0,05.
LAMTOR = Late Endosomal Adaptor, MAPK and mTOR, Lena = Lenalidomid, MSPZh =
mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy), MSPZm =
mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). n = 3 (MSPZh),
n =2 (MSPZm).

Die 121 in MSPZm nach Inkubation mit Lenalidomid differentiell exprimierten Gene
betrafen insbesondere den Zellzyklus, das Zytoskelett und mitochondriale oder
ribosomale Gene. Passend dazu veranschaulichten GSEA unter anderem eine
signifikante Anreicherung von mitochondrialen Genen (Abb. 30 A) sowie von Genen der
oxidativen Phosphorylierung (Abb. 30 B) in MSPZm nach DMSO-Kontrollbehandlung
verglichen mit MSPZm nach Inkubation mit Lenalidomid. Signifikante Ergebnisse
bezlglich der Stammzellsignalgebung oder der Osteogenese ergaben sich nicht.

A B
mitochondriale Genexpression oxidative Phosphorylierung
Enrichment plot: Enrichment plot:
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Abb. 30: Mitochondriale Genexpression und oxidative Phosphorylierung in MSPZm nach
Inkubation mit Lenalidomid. A Mitochondirale Genexpression, NES = 1,9929, nominaler p-
Wert < 0,001, FDR g-Wert < 0,001. B Oxidative Phosphorylierung, NES = 1,9836, nominaler p-
Wert < 0,001, FDR g-Wert < 0,001. GSEA und Gene ausgewahlt nach Kap. 2.8. Rot = MSPZm
DMSO-Kontrolle, blau = MSPZm nach Lenalidomid-Inkubation mit 10 uM. Lena = Lenalidomid,

MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender,
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MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten, GSEA = Gene
Set Enrichment Analysis, NES = Normalized Enrichment Score. n = 3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm).

Die 110 Gene, die jeweils in MSPZm verglichen mit MSPZh und in MSPZm nach
Lenalidomid-Inkubation verglichen mit der DMSO-Kontrollgruppe differentiell exprimiert
waren, zeigten jeweils eine umgekehrte Regulation der Genexpression: In MSPZm
verglichen mit MSPZh wurden 109 Gene vermehrt exprimiert, die nach Inkubation mit
Lenalidomid in MSPZm vermindert exprimiert wurden; es wurde ein Gen in MSPZm
verglichen mit MSPZh vermindert exprimiert, welches nach Inkubation mit Lenalidomid
vermehrt exprimiert wurde. Abb. 31 dient der Veranschaulichung dieses Sachverhalts.

MSPZm
MSPZm MSPZh + Lenalidomid MSPZm

Rt O

| |

differentielle Genexpression (1532 Gene) differentielle Genexpression (121 Gene)

10y 0

ﬁ 1226 Gene in MSPZm heraufreguliert 111 Gene in MSPZm + Lena herunterreguliert@

| 109 gleiche Gene I
gegensatzlich reguliert

@ 306 Gene in MSPZm herunterreguliert 10 Gene in MSPZm + Lena heraufregunertﬁ

| 1 gleiches Gen I

gegensatzlich reguliert

Abb. 31: Ubersicht der differentiellen Genexpression in MSPZm und MSPZh sowie nach
Inkubation der MSPZm mit Lenalidomid. Lena = Lenalidomid, MSPZh = mesenchymale
Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale
Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). Abb. erstellt mit Servier Medical

Art von Servier.

In Tabelle 17 ist eine reprasentative Auswahl von einigen dieser 110 gegensatzlich
regulierten Genen aufgefiihrt und nach Zugehdrigkeit zu ihrer jeweiligen biologischen
Funktion (reprasentativ) geordnet. Alle aufgeflihrten Gene wurden in MSPZm verglichen
mit MSPZh vermehrt exprimiert und in MSPZm nach Inkubation mit Lenalidomid

verglichen mit MSPZm nach Inkubation mit DMSO vermindert exprimiert. Eine Auflistung
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aller 110 Gene inklusive Fold Change, die in MSPZm im Vergleich zu MSPZh in die eine
Richtung und dann in MSPZm nach Inkubation mit Lenalidomid in die andere Richtung
differentiell reguliert wurden, befindet sich im Anhang in Tabelle A 3.

Biologischer Prozess Gene

mitochondriale
Funktion,
Energieproduktion

mitochondriale
ribosomale Proteine

zytoplasmatische
ribosomale Proteine

Protein-Degradierung

Zellzyklus-Regulation

Transkription, RNA-
Prozessierung

Zellstress, Redox-
Regulation

Nukleotid-
Metabolismus

COX-Gene (COX7B, COX6A1, COX7A2L)
NDUF-Gene (NDUFA13, NDUFB8, NDUFA2, NDUFB9)
UQCC2, UQCRQ

MRPL-Gene (MRPL52, MRPL41, MRPL14, MRPL43, MRPL27,
MRPL11, MRPL49)
MRPS-Gene (MRPS15, MRPS7)

RPS-Gene (RPS10, RPS7, RPS18, RPS21, RPS16, RPS6,
RPS9, RPS14, RPS3, RPS3A)
RPL-Gene (RPL36, RPL27A, RPL29, RPL14, RPL34, RPL18A)

PSMB3, PSMG3
UFD1L

CKS1B

POLR2F, POLR2G
BUDS1

PPIH

LSM2

SNRPG

PHF5A

GSTO1
GPX1
PRDX5

NME1, NME1-NM2
DCTPP1

Tabelle 17: Gene, deren Expression sich in MSPZm verstarkt und nach Inkubation mit
Lenalidomid reduziert darstellt. Alle Gene sind in MSPZm im Vergleich zu MSPZh verstarkt
exprimiert (Fold Change = 1,5) und in MSPZm nach Inkubation mit 10 uM Lenalidomid im
Vergleich zu MSPZm mit DMSO-Kontrolle reduziert exprimiert (Fold Change < -1,5). Signifikanz
2 FDR p = 0,05. Unter ,biologischer Prozess” in Spalte 1 ist keine vollstdndige Auflistung aller
Funktionen und Beteiligungen des jeweiligen Gens zu finden, sondern lediglich ein
reprasentativer Ausschnitt. Die Zuordnung der Gene zum jeweiligen biologischen Prozess
durch [213].

MSPZh = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy),

erfolgte Recherche  mithilfe der Datenbank  www.genecards.org
MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). Die
aufgelisteten Genabkilrzungen entsprechen den standardmaBig benutzten Abkirzungen; die
vollstandigen Namen der Gene kdnnen bspw. unter www.genecards.org nachgeschlagen werden

und sind hier zur besseren Ubersicht nicht aufgefiihrt. n = 3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm).
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Es demaskierten sich keine Gene, auf die Lenalidomid sowohl in MSPZ als auch in
CD34+-HSPZ wirkte. Wenngleich Lenalidomid auf CD34+-HSPZ und MSPZ von MM-
Patienten Effekte ausubte, wurden nicht dieselben Gene in beiden Zellarten betroffen.
Insgesamt wurden Effekte auf die Genexpression nach Lenalidomid-Inkubation lediglich
auf MSPZm, nicht aber auf MSPZh beobachtet. Dabei fihrte die Lenalidomid-Inkubation
in MSPZm zu einer signifikant reduzierten Expression von 109 Genen, welche zuvor
durch MM-Erkrankung in MSPZm verglichen mit MSPZh vermehrt exprimiert waren.
Diese Gene betrafen insbesondere mitochondriale und ribosomale Zellprozesse. Eine
zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zu den MSPZ bietet Abb. 32.

MSPZm

MSPZm MSPZh % Lenalidorid MSPZm

m verglichen mit 7 verglichen mit m

| | |
! }

-
Funktionalitat: @ I\(;::;Zf:jl:;ante
Osieogenese der Funktionalitat

N

4 . - N

EZM-Organisation m|tochondr|§1|e
. Genexpression
Stammzelleigenschaften @ e
Osteogenese oxidative .
Phosphorylierung
. - 4 M
veranderte Signalwege: ) -
keine signifikant
Tlfel;-ﬂéi(l\)/lP veranderten
Vsnt 9 Signalwege
. J

{ 1226 Gene heraufreguliert ]

111 Gene herunterreguliert ]@

— 5

109 gleiche Gene |
gegensatzlich reguliert

@[ 306Gene herunterreguliert ]

[ 10 Gene heraufreguliert Jﬁ

1 gleiches Gen
gegensatzlich reguliert

!

mitochondriale Funktion
Energieproduktion
ribosomale Proteine
Zellstress

BMP = Bone

MSPZh = mesenchymale Stamm-

Abb. 32: Zusammenfassendes Schaubild der Ergebnisse der MSPZ.
Morphogenetic Protein, EZM = Extrazelluldrmatrix, und
Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). n=3 (MSPZh), n=2 (MSPZm), TGF-
B = Transforming Growth Factor beta, Wnt = Wingless Int-1.
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4 Diskussion

Das MM als maligne hamatologische Erkrankung ist wegen seiner verursachten
Endorganschaden mit hoher Morbiditdt und Mortalitdt verbunden. Durch intensive
Forschung konnten Mechanismen der Tumorentstehung entschlisselt und neue
Therapieansatze entdeckt werden; doch noch immer ist die Diagnose eines MM mit einer
ungunstigen Prognose ohne Aussicht auf Heilung verbunden [97, 107]. In dieser Arbeit
wurden Veranderungen des KM-Mikromilieus durch MM-Erkrankung untersucht sowie
Wirkmechanismen des Medikaments Lenalidomid aufgedeckt, um so zu einem besseren
Verstandnis der Pathogenese des MM sowie der Wirkung von Lenalidomid auf das KM-
Mikromilieu beizutragen.

4.1 Unterschiede der Zelllinien RPMI-8226 und INA-6

In einem Vorexperiment wurden Effekte auf das Wachstum und die Differenzierung von
MM-Zelllinien nach Inkubation mit Lenalidomid ermittelt, bevor dann primare HSPZ und
MSPZ untersucht wurden. Primédre Plasmazellen aus dem Patienten machen
typischerweise 48 bis 72 Stunden nach Entnahme aus dem KM-Mikromilieu den
spontanen programmierten Zelltod durch. Da der antiproliferative Effekt von Lenalidomid
erst nach 96 bis 120 Stunden sichtbar ist, wurden statt Primarzellen Zelllinien verwendet,
um diese langfristig auf ihr Verhalten unter Inkubation mit Lenalidomid zu untersuchen
[179].

Bereits Sarin et al. postulierten im Hinblick auf die in vivo Situation Unterschiede
zwischen IL-6-abhéngigen und IL-6-unabhangigen Zelllinien [214], sodass flir unsere
Experimente die IL-6-abhéngige Zelllinie INA-6 sowie die IL-6-unabhéngige und in der
Forschung haufig genutzte Zelllinie RPMI-8226 verwendet wurden.

Bjorklund et al. sowie Zhu et al. generierten gegenuber Lenalidomid resistente MM-
Zelllinien, indem sie die Zellen mit graduell steigender Lenalidomid-Konzentration tber
einen langeren Zeitraum kultivierten [163, 179]. In dem hier durchgefihrten
Langzeitexperiment wurden die Zelllinien RPMI-8226 und INA-6 unter analogen
Bedingungen kultiviert, wobei sich nach anfanglich gehemmter Proliferation unter
Inkubation mit Lenalidomid die Wachstumskurven der Zelllinien mit und ohne
Lenalidomid-Inkubation gegen Ende des Versuchs wieder anndherten.
Dementsprechend kann auch hier eine erzeugte Resistenz der Zelllinien gegeniber

Lenalidomid angenommen werden.
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Unsere Daten zeigten ein voneinander abweichendes Verhalten der Zelllinien RPMI-
8226 und der mit IL-6 kultivierten INA-6: So konnten wir nicht nur ein starkeres
Proliferationsverhalten der INA-6 gegentber der RPMI-8226 nachweisen; auch das
Differenzierungsverhalten im CFU-Assay war unterschiedlich. Die Zelllinie RPMI-8226
generierte in der Kontrollgruppe mehr Kolonien der weiBBen Zellreihe als die INA-6; nach
Inkubation mit Lenalidomid Gber 7 Wochen wurde die Koloniebildung der RPMI-8226
jedoch signifikant reduziert, wohingegen die INA-6 nach Inkubation mit Lenalidomid
deutlich mehr Kolonien der weiBen Zellreihe bildete. Diese in INA-6 beobachtete
vermehrte Bildung von Kolonien der weiBen Zellreihe kann als Ausdruck der
angenommenen erzeugten Resistenz gegenilber Lenalidomid interpretiert werden,
indem die Zelllinie trotz Inkubation mit Lenalidomid weiter proliferiert und sogar mehr
Kolonien erzeugt als ohne Lenalidomid-Behandlung. Md&glicherweise ist flr diesen
Sachverhalt die Hinzugabe von IL-6 bei Kultivierung der INA-6 nicht unerheblich, da IL.
6 fur den Krankheitsprogress sowie fur eine mogliche Resistenzerzeugung des MM
gegenlber Lenalidomid eine relevante Rolle einnimmt (Kap. 1.2.5, Kap. 1.3) [108, 118,
120, 163].

Diesbezuglich stellt sich die Frage, ob im Falle einer Lenalidomid-Resistenz eine
Fortfiihrung der Therapie mit Lenalidomid mdglicherweise sogar pro-proliferative Effekte
auf die MM-Zellen haben kénnte. Belastbare klinische Daten hierzu liegen nicht vor, da
das Medikament in der Regel bei Nachweis einer Resistenz abgesetzt wird. In
préklinischen Studien wurde eine verstarkte Sekretion von TNF-a, IL-8 und IGF-1 von
MM-Zelllinien durch Lenalidomid beobachtet, was zu einem pro-proliferativen Milieu
beitragen kénnte [215]. Bei Therapie-refraktaren Patienten bringt eine Fortfihrung der
Therapie in der Regel keinen weiteren Nutzen; zur Beantwortung der Frage, ob die
Fortfiilhrung der Therapie potentiell schaden kdnnte, sind weitere praklinische und
klinische Studien notwendig.

Sarin et al. konnten zeigen, dass verschiedene MM-Zelllinien die tatsachliche
Tumorsituation im Patienten unterschiedlich gut darstellten: So belegte die in der
Forschung haufig genutzte Linie RPMI-8226 einen der hinteren Platze in ihrer Rangfolge
der Ubereinstimmung mit Patienten, wahrend Zelllinien, die mit IL-6 kultiviert wurden,
eine signifikant héhere Ubereinstimmung zeigten [214]. Basierend auf den Ergebnissen
von Sarin et al. kann vermutet werden, dass die Ergebnisse der Zelllinie INA-6 den
tatséchlichen Gegebenheiten im Patienten stéarker entsprechen als die der Linie RPMI-
8226. Fir zuklnftige Zellkulturexperimente ist also die Auswahl der MM-Zelllinie

80



Diskussion

entscheidend; die in der Literatur haufig verwendete Zelllinie RPMI-8226 sollte vor
diesem Hintergrund kritisch gepruft werden.

4.2 Das Tumormikromilieu des multiplen Myeloms

In zahlreichen Studien konnte eine Beeinflussung der MM-Zellen durch das
Tumormikromilieu mit den MSPZ herausgefunden werden. Die Interaktion zwischen
MM-Zellen und dem sie umgebenden KM-Mikromilieu unterstiitzt die Krebszellen bei
Proliferation, Uberleben, Therapieresistenzen, Osteoklastogenese sowie Angiogenese
[216].

Doch die Zellen des Tumormikromilieus unterstiitzen nicht nur die Krebszellen, auch in
ihren eigenen Funktionen werden sie eingeschrénkt: So klagen zahlreiche MM-Patienten
Uber eine Anamie sowie Uber osteolytische Knochenlasionen [125, 134, 135]. Die
Pathomechanismen dahinter konnten trotz zahlreicher Studien bisher nicht vollstandig
aufgeklart werden [126]. Mit dem Ziel, weitere Erkenntnisse diesbezuglich zu gewinnen,
fihrten wir Experimente mit den Vorlaufern der Erythrozyten, den CD34+-HSPZ, sowie
mit den Vorlaufern der Osteoblasten, den MSPZ, durch.

Die Einflhrung des immunmodulatorischen Medikaments Lenalidomid fuhrte zu einer
wesentlichen Verbesserung der Therapie und damit auch der Prognose fir an MM
erkrankte Patienten [102-105]. Wenngleich Lenalidomid ein h&ufig genutztes Mittel in
der Therapie des MM darstellt, sind seine Wirkmechanismen noch nicht vollends
aufgeklart (Kap. 1.3). Die Unterbrechung des Zusammenspiels zwischen MM-Zellen und
dem Tumormikromilieu stellt einen wichtigen Teil des Wirkmechanismus von
Lenalidomid dar, der noch immer nicht vollstandig entschlisselt werden konnte [123].
Daher lag der Fokus dieser Arbeit auf dem Effekt von Lenalidomid auf zwei wichtige
Zellpopulationen des KM-Mikromilieus und damit auch des Tumormikromilieus: CD34+-
HSPZ sowie MSPZ, die jeweils von gesunden Probanden sowie von MM-Patienten
gewonnen und mit und ohne Lenalidomid kultiviert wurden. Die vorliegende Arbeit bietet
in diesem Rahmen neue Erkenntnisse zur Wirkungsweise von Lenalidomid auf das
Tumormikromilieu, allen voran auf CD34+-HSPZ sowie MSPZ und damit auch auf
Hamatopoiese und Osteogenese, an deren Stérungen zahlreiche MM-Patienten leiden
(Kap. 1.2.3). Diese Erkenntnisse sollen zum besseren Verstandnis der Krankheit sowie
der Behandlungsmdglichkeiten mit Lenalidomid beitragen.

Insgesamt untersuchten wir sowohl CD34+-HSPZ als auch MSPZ jeweils von gesunden

Probanden und von MM-Patienten. Da bei Erkrankung an MM nicht das gesamte
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Knochenmark des Kdérpers betroffen ist, ist davon auszugehen, dass im selben MM-
Patienten MSPZ und CD34+HSPZ mit den Eigenschaften der MSPZh/CD34+h sowie der
MSPZm/CD34*m vorkommen. Daher interessierten wir uns zunadchst fir die
Unterschiede von CD34+-HSPZ und MSPZ von gesunden Probanden verglichen mit
Zellen von MM-Patienten hinsichtlich ihrer jeweiligen Funktionalitdt und Genexpression.
In einem weiteren Schritt wurden dann die Effekte von Lenalidomid auf CD34+-HSPZ
und MSPZ analysiert.

4.2.1 Hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen im multiplen
Myelom: Hinweise auf funktionelle Defizite und gestérte
Interaktionen mit dem Knochenmark-Mikromilieu

Die Anamie stellt ein hdufiges Symptom bei Erstdiagnose des MM dar, zu dessen

Ursprung bereits einige Erkenntnisse bestehen (Kap. 1.2.6). Um diese Erkenntnisse zu

erweitern und zu einem besseren Verstandnis des Pathomechanismus hinter der

Anamie beizutragen, wurde die Funktionalitdt der CD34+*-HSPZ von MM-Patienten mit

derjenigen gesunder Probanden verglichen. Im Anschluss wurde eine jeweilige RNA-

Sequenzierung durchgefihrt.

Fir die haufig vorkommende Andmie bei MM-Patienten wurden bereits eine physische
Verdrangung der CD34+-HSPZ aus der Knochenmarknische sowie zytotoxische Effekte
von Myelomzellen auf CD34+-HSPZ beschrieben [127-129]. Im hier durchgeflihrten
CFU-Assay wurde eine signifikante Reduktion der Bildung von Kolonien der weiB3en
sowie eine tendentielle Reduktion der Bildung von Kolonien der roten Blutzellreihen
durch CD34*m im Vergleich zu CD34+h beobachtet. Dies spricht fir eine eingeschrankte
Funktionalitdt der CD34+-HSPZ von MM-Patienten. Durch die ausschlieBliche
Kultivierung von CD34*-HSPZ im CFU-Assay konnten weder mechanische
Verdrangungseffekte noch zytotoxische Einflisse seitens der MM-Zellen wirksam
werden. Auch eine mdglicherweise eingeschrankte Unterstitzung der Hamatopoiese
durch die MSPZ kann nicht ausschlieBlich urséachlich far die eingeschréankte
Hamatopoiese sein, da im Rahmen des CFU-Assays die von den CD34+-HSPZ
benétigten  Faktoren fur die Hamatopoiese bereits hinzugefigt wurden.
Dementsprechend kann durch unsere Daten gestltzt davon ausgegangen werden, dass
die CD34*m selbst durch die vorherige in vivo Nahe zu MM-Zellen im Hinblick auf ihre

Funktionalitat gestdrt werden, wie es auch schon Bruns et al. postulierten [126].

An diese Erkenntnis anschlieBend wurde eine genauere Untersuchung der CD34+-HSPZ
mittels RNA-Sequenzierung durchgefliihrt, um bestimmte Gene ausfindig zu machen,
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welche die hdmatopoietischen Fahigkeiten der CD34+*m beeintrachtigen. Bruns et al.
beschrieben bereits Verdnderungen der Genexpression zwischen CD34+*m und CD34+h
in ihrer Microarray-Untersuchung [126]. Die RNA-Sequenzierung bietet einen
umfassenderen und unvoreingenommeneren Ansatz. Anders als bei Microarrays, die
sich auf den Nachweis bekannter Transkripte beschranken, ermdglicht die RNA-
Sequenzierung die Entdeckung neuer Transkripte, alternativer SpleiBvorgédnge und
seltener Gene. Dadurch sind tiefere Einblicke in die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen von Krankheiten mdéglich.

Insgesamt wurden 199 differentiell exprimierte Gene in CD34*m verglichen mit CD34+h
detektiert. Der Abgleich mit den von Bruns et al. publizierten Top 10 der am starksten
herauf- sowie herunterregulierten Gene in CD34*m verglichen mit CD34+*h in der
Microarray-Untersuchung zeigte keine Ubereinstimmung mit den in unserer RNA-
Sequenzierung signifikant differentiell exprimierten Genen.

Die IPA zeigte signifikante Unterschiede in der Expression immunregulatorischer und
inflammatorischer Gene zwischen CD34*m und CD34+h. Dartber hinaus wiesen
Reactome-Analysen auf eine Beteiligung der differentiell exprimierten Gene an
Prozessen der Organisation der EZM sowie der Zell-Zell-Kommunikation hin. AuBerdem
konnten durch unsere Arbeit nun einzelne Gene identifiziert werden, welche durch eine
differentielle Expression in CD34*m verglichen mit CD34+h zu diesen Veranderungen
fihrten. Spezifisch zeigten Gene mit Bezug zur EZM in CD34+*m verglichen mit CD34+h
eine signifikant reduzierte Expression, was auf eine strukturelle und funktionelle
Beeintrachtigung des KM-Mikromilieus durch das MM schlieBen Iasst (Abb. 14). Damit
bestatigen unsere Daten, dass eine Erkrankung am MM weitreichende Veranderungen
des KM-Mikromilieus verursacht, welche auch die CD34+-HSPZ betreffen.

GSEA veranschaulichten signifikant verdanderte Stammzelleigenschaften in CD34*m,
wofir unter anderem die Gene TUBB3 (Tubulin B 3 Class Ill), COL1A1 (Collagen Type
I Alpha 1 Chain), PPARG (Perixosome Proliferator Activated Receptor Gamma) sowie
MME (Membrane Metalloendopeptidase) mit signifikant reduzierter Expression in
CD34*m verantwortlich waren. Diese veranderten Stammzelleigenschaften fihrten zu
einem veranderten Ham-Metabolismus sowie einer veranderten Expression MSPZ-
assoziierter Gene mit signifikant reduzierten Expressionen von CTSB (Cathepsin B),
HIST1H4C (H4 Clustered Histone), CCR1 (C-C Motif Chemokine Receptor 1), CD14,
SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1, Osteopontin) und FUT1 (Fucosyltransferase 1).

Diese Veranderungen der Stammzelleigenschaften, des Ham-Metabolismus sowie
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MSPZ-assoziierter Gene kdnnen somit mitverantwortlich sein flir die eingeschrankte
Funktionalitdt des Knochenmarks in MM-Patienten, insbesondere hinsichtlich der
eingeschrankten Hamatopoiese und Osteogenese. Ein veranderter Eisen-Metabolismus
in MM-Zellen ist bereits bekannt [217]. Mdglicherweise fuhrt dieser zu dem veranderten
Ham-Metabolismus in CD34*m — auch andersherum kann hingegen ein veranderter

Ham-Metabolismus zu einem verdnderten Eisen-Metabolismus flihren.

Interessanterweise zeigte sich Osteopontin (SPP1) in CD34*m mit einem Fold Change
von -16 deutlich reduziert im Vergleich zu CD34+h. Dies ist insofern bemerkenswert, als
dass Standal et al. erhdhte Osteopontin-Werte im Plasma von MM-Patienten feststellten
und dafur die Osteopontin-Produktion in MM-Zellen verantwortlich machten [218]. Dabei
nimmt Osteopontin eine unterstitzende Funktion in der Proliferation der MM-Zellen
ein [219]. Die reduzierte Osteopontin-Produktion in CD34*m kénnte einen
kompensatorischen Mechanismus darstellen, um tumorunterstitzenden Prozessen
entgegenzuwirken. Zur genaueren Charakterisierung der funktionellen Rolle von

Osteopontin im MM-Mikromilieu sind weiterfiihrende Untersuchungen erforderlich.

Bei der Suche nach signifikant veranderten Signalwegen in CD34*m kamen in GSEA
TGF-B, Hedgehog sowie Notch zur Darstellung. Die Veranderung dieser Signalwege
kénnte eine potentielle Erklarung far die zuvor beobachteten veranderten
Stammzelleigenschaften sowie die beeintrachtigte Hamatopoiese und Osteogenese in
MM-Patienten bieten, da diese Signalwege an beiden Prozessen beteiligt sind (Kap.
1.1.2, Kap. 1.1.4). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Bruns et al., welche
eine vermehrte TGF-B-Produktion als Ursache flr die beeintrachtigte Hamatopoiese
beobachteten [126].

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass CD34*m funktionell beeintrachtigt sind, was
sich unter anderem in einer reduzierten Koloniebildung im CFU-Assay widerspiegelte.
Die RNA-Sequenzierung identifizierte 199 differentiell exprimierte Gene zwischen
CD34'm und CD34*h mit besonderem Bezug zu Stammzelleigenschaften, EZM-
Struktur, Immunregulation und h&matopoetischer Unterstitzung. Im Vergleich zu
friheren Microarray-Daten erweitern die hier erhobenen RNA-Seg-Daten das
Verstandnis der molekularen Veréanderungen im KM-Mikromilieu des MM. Die deutlich
reduzierte Expression verschiedener Gene, welche mit Stammzelleigenschaften, dem
Ham-Metabolismus sowie dem Zusammenspiel mit MSPZ assoziiert sind, sowie
Veranderungen in TGF-B-, Notch- und Hedgehog-Signalwegen deuten auf komplexe

Stérungen hin, die sowohl die Hamatopoiese als auch die Interaktion von CD34*-HSPZ
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mit ihrer Umgebung betreffen. Diese Befunde liefern neue Einblicke in die
Pathophysiologie der MM-assoziierten Anamie und bilden eine Grundlage flr
weiterfUhrende funktionelle Studien.

Nachdem signifikante Unterschiede in CD34+*m verglichen mit CD34+h hinsichtlich der
Funktionalitat sowie der Genexpression auf RNA-Ebene festgestellt wurden, folgte die
Untersuchung der Effekte einer Inkubation mit Lenalidomid auf CD34+-HSPZ von
gesunden Probanden sowie von MM-Patienten.

4.2.2 Lenalidomid fuhrt zur partiellen Reversion der Myelom-assoziierten
differentiellen Genexpression in Hamatopoietischen Stamm- und
Progenitorzellen

Funktionale Untersuchungen der CD34+-HSPZ nach Inkubation mit Lenalidomid

ergaben keine Auswirkung auf das Zellwachstum; auch die Bildung von Kolonien der

weiBen Zellreihe im CFU-Assay wurde nicht signifikant veréndert. Hinsichtlich der

Bildung von Kolonien der roten Zellreihe wurde hingegen eine signifikante Reduktion

nach Inkubation mit Lenalidomid in CD34+h beobachtet. Auch in CD34+*m stellte sich die

Koloniebildung reduziert dar, diese Beobachtung war jedoch nicht signifikant —

maoglicherweise aufgrund der geringen Probenzahl sowie der grundsatzlich geringen

Anzahl an Kolonien der roten Zellreihe in CD34*m (rote Kolonien pro Well in CD34*m:

DMSO-Kontrolle: 3,3 vs. Lenalidomid: 0,4 Kolonien).

Wilk et al. untersuchten bereits CD34+-HSPZ von MM-Patienten vor und nach
sechsmonatiger in vivo Inkubation mit Lenalidomid und beobachteten hinsichtlich der
CFU-Aktivitédt eine gleichbleibende Anzahl an Kolonien der weiBen Zellreihe bei
gleichzeitig leicht erhéhter Anzahl an Kolonien der roten Zellreihe durch Lenalidomid
[164]. Diese Diskrepanz unserer Ergebnisse mit denen von Wilk et al. kdnnte einerseits
an der unterschiedlichen Dauer der Inkubation mit Lenalidomid liegen, andererseits auch
daran, dass Wilk et al. CD34+-HSPZ nach in vivo Behandlung untersuchten, unsere
CD34+-HSPZ jedoch in vitro mit Lenalidomid behandelt wurden. Auch Koh et al.
beschreiben flir Pomalidomid, ein weiteres Thalidomid-Analogon in der Gruppe der
IMiDs, nach in vitro Behandlung passend zu unseren Ergebnissen eine reduzierte
Erythropoiese im CFU-Assay in CD34+-HSPZ aus gesunden Spendern [169].

Die Auswertung der DESeg2-Daten ergab signifikante Effekte von Lernalidomid auf die
Genexpression von CD34+-HSPZ. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Genregulation in Abhangigkeit des physiologischen bzw. pathologischen Status der
jeweiligen Zellen. In CD34+h beeinflusste Lenalidomid die Expression von 182 Genen,
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wahrend in CD34*m 327 Gene differentiell exprimiert wurden. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass die MM-Erkrankung die zelluldre Reaktivitdt gegentber Lenalidomid
modifiziert. In CD34*m kam eine erhdhte Anzahl differentiell exprimierter Gene durch
Lenalidomid zur Darstellung als von gesunden Probanden. 133 gleiche Gene wurden
sowohl in CD34+h als auch in CD34*m durch Lenalidomid beeinflusst und in beiden
Gruppen in die gleiche Regulationsrichtung verandert (64 Gene wurden in beiden
Zelltypen herauf-, 69 herunterreguliert). Dies weist einerseits auf eine Uberlappende,
gesundheitsstatusunabhéangige  Wirkungskomponente des  Medikaments  hin,
gleichzeitig aber auch auf eine krankheitsspezifisch verstarkte Sensitivitat der CD34+*m
gegenlber Lenalidomid-vermittelten Veradnderungen der Genexpression. Dies ist
insbesondere insofern interessant, als dass Bruns et al. von einer reversiblen
funktionellen Stérung der CD34+-HSPZ durch MM-bezogene Einflisse ausgehen [126].
Diese Einfliisse scheinen die CD34+-HSPZ jedoch insofern zu veréndern, als dass die

Wirkung Lenalidomids davon abh&ngig zu sein scheint.

Die IPA ergab vor allem Effekte von Lenalidomid auf Komponenten des Immunsystems
mit einer Beeinflussung von Lipopolysacchariden, der Phagosomenbildung, der
Granulozytenadhéasion und -diapedese sowie von TNF-a. AuBerdem zeigten sich mit -
Ostradiol und Dexamethason auch hormonelle Antworten betroffen. Diese
Veranderungen kdénnten die MM-supportiven Vorgange im KM-Mikromilieu st6ren.

Eine Inkubation mit Lenalidomid beeinflusste insbesondere die Organisation der EZM
sowie die Zell-Zell-Kommunikation. Reactome-Analysen zeigten in CD34*m verglichen
mit CD34*h eine Herunterregulation der EZM-Organisation sowie der Zell-Zell-
Kommunikation, wohingegen dieselben Reactome-Analysen nach Lenalidomid-
Inkubation eine Heraufregulation dieser Prozesse ergaben. Mehrere Gene mit
differentieller Genexpression nach Inkubation mit Lenalidomid, welche an der EZM-
Organisation sowie der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kommunikation beteiligt sind, wurden
hierzu ermittelt. Dazu gehérten unter anderem CDH5 (Cadherin 5), ITGA10 (Integrin
Subunit alpha 10), ITGB5 (Integrin Subunit beta 5), oder SPARC (Secreted Protein
Acidic and Cysteine Rich).

Analog zu der in unseren CFU-Assays beobachteten deutlich eingeschrankten Bildung
von Kolonien der roten Zellreihe von CD34*h nach Inkubation mit Lenalidomid
veranschaulichten GSEA signifikante Veranderungen des Ham-Metabolismus sowohl
fir CD34+h als auch fir CD34*m. Auch hierfir wurden zahlreiche Gene mit deutlich

reduzierter Expression nach Inkubation mit Lenalidomid gefunden, darunter die
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Hamoglobin-Untereinheiten HoD, HbQ1, HbA1 und HbA2, HbB, HbM und HbZ. Wilk et
al. hatten in ihren Untersuchungen teilweise eine Heraufregulation von Genen
beobachtet, die sich in unseren Ergebnissen herunterreguliert darstellten [164]. Wie
bereits bei den CFU-Ergebnissen ergaben sich hier Diskrepanzen zwischen den
Beobachtungen von Wilk et al. und unseren eigenen Ergebnissen, die méglicherweise,
wie oben diskutiert, durch die deutlich langere in vivo Exposition mit Lenalidomid in den
Versuchen von Wilk et al. erklart werden kénnen.

Die Auswertung der DESeqg2-Daten sowie der PCR-Analysen der CD34*h nach
Inkubation mit Lenalidomid offenbarte eine reduzierte c-kit-Expression nach
Lenalidomid-Inkubation, welche allerdings nicht nach dem FDR p-Wert signifikant war,
sowie eine tendentiell erhéhte CXCR-Expression (p = 0,06). Aufgrund der Relevanz von
c-kit fur die Hdmatopoiese und die Aufrechterhaltung des KM-Mikromilieus wurden diese
Ergebnisse dennoch présentiert. c-kit ist fur Proliferation und Differenzierung der HSPZ
zustandig, wahrend CXCR4 die CD34+-HSPZ in einem Ruhezustand halt (Kap. 1.1.2).
Durch eine Erhéhung von CXCR4 gepaart mit einer erniedrigten c-kit-Expression nach
Inkubation mit Lenalidomid kénnten die CD34+-HSPZ also vermehrt in einem
Ruhezustand gehalten werden, was mit der zuvor beobachteten reduzierten Bildung von
Kolonien der roten Blutzellreihe einhergehen wirde (Kap. 3.2.1). Eine Hypothese ware,
dass die CD34+-HSPZ-Population so zunachst aufrechterhalten werden kann, sodass
die HSPZ mdéglicherweise langfristig wieder vermehrt proliferieren und differenzieren

kénnen, so wie es Wilk et al. beschrieben.

In CD34*m verglichen mit CD34*h wurde zuvor bereits eine Veradnderung der
Signalwege TGF-B, Wnt und Hedgehog detektiert. Nach Inkubation der HSPZ mit
Lenalidomid wurde eine signifikant differentielle Expression flir Gene festgestellt, welche
an den Signalwegen TGF-B, Wnt, Notch und Hippo teilnehmen. Damit nimmt

Lenalidomid weiteren Einfluss auf die Komposition des KM-Mikromilieus.

Pellagatti et al. untersuchten bereits die Effekte von Lenalidomid auf Erythroblasten aus
Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) und beschreiben sehr &hnliche zu
den hier prasentierten Ergebnissen [220]. So fand sich bei ihnen eine Heraufregulierung
von VSIG4 (V-Set and Immunoglobulin Domain Containing 4), INHBA (Inhibin Subunit
Beta A) und SPARC sowie eine Herabregulierung von HBA2 (Hemoglobin Subunit alpha
2), GYPA (Glycophorin A (MNS Blutgruppe)) und KLF1 (KLF Transcription Factor 1) in
mit Lenalidomid behandelten Erythroblasten. Diese Gene regulierte Lenalidomid auch in

den hier beschriebenen Ergebnissen in den CD34+-HSPZ herauf respektive herunter.
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Somit kann vermutet werden, dass Lenalidomid eine &hnliche Wirkung auf
h&amatopoietische Zellen von MM-Patienten wie auf Zellen von MDS-Patienten ausubt.

Insbesondere interessant war eine gegensatzliche Regulation der Genexpression in
CD34*m durch MM-Erkrankung einerseits sowie nach Inkubation mit Lenalidomid
andererseits: Es wurden 30 Gene in CD34+*m verglichen mit CD34+h herunterreguliert,
welche nach Inkubation mit Lenalidomid heraufreguliert wurden (Tabelle 14: ). Hierbei
kénnte es sich dementsprechend um einen Wirkmechanismus von Lenalidomid handeln,
bei dem Veranderungen auf RNA-Ebene, die durch die Krankheit entstehen, direkt
umgekehrt werden wirden. Die MM-Erkrankung kénnte mit einem Funktionsverlust
bestimmter Eigenschaften der CD34*-HSPZ assoziiert sein, bedingt durch die
signifikante Herunterregulation spezifischer Gene. Nach Lenalidomid-Inkubation scheint
eine gegenlaufige Genexpression stattzufinden, was auf eine potentielle

Wiederherstellung dieser Eigenschaften hinweisen kdnnte.

Zu diesen 30 gegensatzlich regulierten Genen gehdérten unter anderem solche, die die
bereits bekannten Signalwege betreffen: DAAM2 (Dishevelled Associated Activator Of
Morphogenesis 2) als Schlissel-Regulator des Wnt-Signalwegs [221], welcher durch
MM-Erkrankung deutlich vermindert und nach Inkubation mit Lenalidomid genauso
deutlich vermehrt exprimiert wurde; TREM2 ( Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells 2) als Regulator des Wnt/B-Catenin-Signalwegs [222]; TSPAN15 (Tetraspanin 15)
als Regulator der Metalloprotease ADAM10 und der Notch-Aktivitat [223]. Auch CSF1R
(Colony Stimulating Factor 1 Receptor), der eine essentielle Rolle in Proliferation und
Differenzierung der CD34+-HSPZ [224] und der Knochenentwicklung spielt [225], stellte
sich durch MM-Erkrankung vermindert und nach Inkubation mit Lenalidomid vermehrt
exprimiert dar. Weiterhin interessant war die verminderte Expression zweier Elastasen,
namentlich ELANE (Elastase, Neutrophil Expressed) sowie CELA2B (Chymotrypsin Like
Elastase 2B), welche sich jeweils um das -2,5-fache (ELANE) und das -10-fache
(CELA2B) reduziert in CD34+*m im Vergleich zu CD34+h darstellten. Nach Inkubation mit
Lenalidomid zeigte sich hingegen eine 2,5-fach (ELANE) sowie 37-fach (CELA2B)
vermehrte Expression beider Gene. Unsere Daten erweiterten die Ergebnisse auBBerdem
um spezifische, das Immunsystem betreffende Gene: Fir unter anderem VSIG4, FCAR
(Fc alpha Receptor), SLAMF8 (Signaling Lymphocytic Activation Molecule Family
Member 8), MARCO (Macrophage Receptor with Collagenous Structure), IL1R2
(Interleukin 1 Receptor Type 2) und CD209 kehrte Lenalidomid die zuvor differentielle
Genexpression in CD34*m wieder um. Somit unterstiitzen diese Daten bisherige
Entdeckungen, die immunmodulatorische Effekte fir Lenalidomid fanden [143, 144, 226-
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228] und erweitern diese um genaue Gene, welche durch Lenalidomid differentiell

exprimiert wurden.

Insgesamt kehrte Lenalidomid die zuvor durch MM-Erkrankung differentielle
Genexpression von 30 Genen um, die an der Regulation des Immunsystems, der EZM,
der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kommunikation beteiligt sind. Fir ein besseres Verstandnis
der Bedeutung dieser spezifischen Gene fir die Entstehung und Symptomatik des MM

sowie fur die Wirkung von Lenalidomid bedarf es weiterer Forschung in der Zukunft.

4.2.3 Veranderungen der Genexpression Mesenchymaler Stamm- und
Progenitorzellen von Myelom-Patienten: Hinweise auf eine gestoérte
Osteogenese und ein tumorférderndes Milieu

Osteolytische Knochenlasionen gehéren zu den méglichen Endorganschaden des MM

und haben flr den Patienten weitreichende Konsequenzen. Die vorliegende Arbeit bietet

neue Erkenntnisse Uber die mdgliche Genese der eingeschrankten Osteogenese, indem
die Vorlauferzellen der Osteoblasten, die MSPZ, hinsichtlich ihrer Genexpression
untersucht wurden und Zellen von MM-Patienten mit Zellen von gesunden Probanden
verglichen wurden. Bereits in der Hauptkomponentenanalyse wurde aufgrund des

Clusterings deutlich, dass sich MSPZh von MSPZm unterscheiden. Die RNA-

Sequenzierungsanalyse stellte 1532 differentiell regulierte Gene von MSPZm verglichen

mit MSPZh dar.

Reactome-Analysen veranschaulichten, dass diese differentielle Genexpression zu
einer Veranderung der Organisation der EZM fuhrte. Zahlreiche Gene wurden
identifiziert, die die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beeinflussen und die eine
Rolle bei der Adhéasion der MM-Zellen im Knochenmark spielen, wie unter anderem
VCAM, IGF2 (Insulin Like Growth Factor 2), ITGA9 (Integrin Subunit alpha 9) und ITGB2
(Integrin Subunit beta 2, Kap. 1.2.5). Unsere Daten lassen die Hypothese zu, dass diese
in MSPZm veranderte EZM-Organisation auch durch veranderte
Stammzelleigenschaften verursacht werden kann, wie durch GSEA veranschaulicht und
durch die DESeg2-Daten bestarkt.

Die Erkrankung am MM verédnderte die MSPZ also offensichtlich in ihren
Stammzelleigenschaften und damit in ihrer Fahigkeit zur Organisation der EZM und auch
der Osteogenese: GSEA demonstrierten eine verstarkte Expression fir Gene der
Osteogenese in MSPZh verglichen mit MSPZm. Auch in den DESeqg2-Daten konnten
zahlreiche fir die Osteogenese relevante Gene identifiziert werden, welche sich in

MSPZm signifikant vermindert exprimiert darstellten. Darunter insbesondere zu nennen
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sind Osteocalcin (OCN/BGLAP = Bone gamma-Carboxyglutamate Gla Protein),
Osteomodulin (OMD), Integrin Binding Sialoprotein (IBSP), Short Stature Homebox
(SHOX), Osterix (OSX/SP7) und Osteocrin (OSTN). Bemerkenswert war die stark
vermehrte Genexpression von Adhesion G Protein-Coupled Receptor G7 (ADGRG7) mit
einem Fold Change von 3361,49 in MSPZm und 1639,94 in CD34*m im Vergleich zu
MSPZ und CD34+-HSPZ von gesunden Probanden insbesondere insofern, als dass
ADGRG7 in den Krankheiten Osteogenesis Imperfecta sowie Fibrogenesis Imperfecta
Ossium, die wie das MM mit Osteopenie und Knochenschmerzen einhergehen,
ebenfalls stark heraufreguliert war [229]. Somit kénnte diesem Gen eine zentrale
Bedeutung flr die osteolytischen Lasionen durch Erkrankung an MM zukommen, dessen
Wirkung mdglicherweise in der Zukunft nach weiterer Forschung medikamentds

unterbrochen werden kdnnte.

Die eingeschrankte Osteogenese in MM-Patienten ist auch von einem immunologischen
Standpunkt aus zu betrachten: Osteoblasten beeinflussen die Immunaktivitat im
Knochenmark durch Zytokin-Signallbertragung und Unterstitzung der Leukopoiese
[230]. Eine Unterdriickung der Osteoblastenbildung beim MM kann somit nicht nur zu
Knochenlasionen fiihren, sondern auch zu einer veranderten, eingeschrankten

Immunabwehr mit Bildung einer tumorpermissiven Nische.

Auch Gene der Signalwege TGF-B, hier insbesondere RUNX2, sowie der Signalwege
Hedgehog und Wnt waren in MSPZm im Vergleich zu MSPZh differentiell exprimiert. All
diese Gene und Signalwege spielen nicht nur in Zellinteraktionen eine Rolle, sondern
sind auch essentiell an der physiologischen Zusammensetzung und der Funktionalitat
des KM-Mikromilieus und damit auch an der Osteogenese sowie der Hamatopoiese
beteiligt. Diese Dysregulation der Genexpression kann folglich zu einer gestérten EZM-
Komposition flihren, wie sie auch die Reactome-Ergebnisse zeigten, mit gestorter
Kommunikation innerhalb der Knochenmarknische, wodurch die dort ablaufenden
Prozesse beeintrachtigt werden. So steigern sowohl der Wnt-, als auch der Hedgehog-
sowie der BMP-Signalweg die Proliferation und Selbsterneuerung der CD34+-HSPZ [42-
44]. Werden diese Faktoren nun von MSPZm vermindert exprimiert, kann dies zu der

eingeschrankten Hamatopoiese in MM-Patienten beitragen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bereits bekannten Ergebnissen zur
eingeschrankien Osteogenese in MM-Patienten, die in Tabelle 4 (Kap. 1.2.7)
beschrieben wurden und erweitern sie gleichzeitig um neu identifizierte differentiell

exprimierte Gene. So fanden Standal et al. eine inhibierte BMP-Expression in MM-
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Patienten durch vermehrte HGF-Signale aus Myelomzellen [136]. Tian et al. sowie Qiang
et al. beschrieben eine Wnt-Antagonisierung durch Dkk-1, sezerniert von Myelomzellen
[139, 140]. Die von uns beobachtete veranderte Expression von Genen des HH-
Signalwegs kdnnte durch eine Gli-Inhibition durch Myelomzellen verursacht werden, wie
sie Tibullo et al. beschrieben [141]. Die Ergebnisse von Bingzong et al. zeigten eine
vermehrte Expression von TGF-f1 in MSPZm im Vergleich zu MSPZh [231],
wohingegen sich in unseren Ergebnissen der RNA-Sequenzierung eine Anreicherung
des TGF-B-BMP-Signalwegs in MSPZh verglichen mit MSPZm darstellte. Eine solche
weniger starke TGF-B1-Signaltransduktion in MSPZm kdénnte die verminderte
Osteogenese erklaren, da RUNX2 als Zielgen von TGF-1 sowie BMP entscheidend an
der Osteogenese beteiligt ist und bei einer verminderten TGF-B1-Aktivitat ebenfalls
weniger stark aktiviert wird [63]. Eine Theorie, um die Daten von Bingzong et al. mit
unseren Daten in Einklang zu bringen, kdnnte sein, dass MSPZm wom@glich vermehrt
TGF-B1 fur andere Zellen des KM-Mikromilieus sezernieren, selbst aber vermindert auf
TGF-B1-Signale reagieren. Passend zu dieser Theorie stellten sich in unseren Daten der
TGF-B-Rezeptor 1 (TGFBR1) sowie der TGF-B-Rezeptor 2 (TGFBR2) und der BMP-
Rezeptor 1 B (BMPR1B) in MSPZm verglichen mit MSPZh signifikant vermindert

exprimiert dar.

Zusatzlich zu erwahnen sei noch die deutlich verstarkte Expression von SLAMF7
(Signaling Lymphocytic Activation Molecule Family Member 7) mit einem Fold Change
von 97,53 in MSPZm im Vergleich zu MSPZh, da mit Elotuzumab als SLAMF7-
Antikérper eine neue Therapiemdglichkeit des MM besteht (Zulassung durch die EMA
im Mai 2016) [232]. SLAMF7 wird von zahlreichen hadmatopoietischen Zellen exprimiert,
darunter auch Immunzellen sowie MM-Zellen [233, 234]. Tai et al. fanden heraus, dass
SLAMF7 eine wichtige Rolle bei der Adhasion von MM-Zellen im Knochenmark einnimmt
[235]. Mit Elotuzumab steht ein monoklonaler Antikérper gegen SLAMF7 zur Verflgung,
der beim MM auch in Kombination mit Lenalidomid eingesetzt werden kann [236, 237].
Die Wirkungsweise von Elotuzumab tber NK-Zellen und zytotoxische Effekte auf MM-
Zellen ist bereits bekannt [235, 238]. Unsere Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass
Elotuzumab auch Uber eine Interaktion mit MSPZm Effekte ausiiben kdnnte. Unsere
Daten stitzen damit die Hypothese, dass Elotuzumab insbesondere auf MSPZ von MM-
Patienten eine Wirkung entfalten kann, da diese SLAMF7 deutlich starker exprimieren
als MSPZh. Fir ein genaueres Verstandnis dieser ist weitere Forschung mit Elotuzumab
und MSPZ in der Zukunft nétig.
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4.2.4 Lenalidomid wirkt selektiv auf Mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen von Myelom-Patienten und fuhrt zur partiellen
Reversion der Myelom-assoziierten differentiellen Genexpression

Eine Beeinflussung des Knochenstoffwechsels durch Lenalidomid gilt als gesichert;
Umfang und Mechanismus dieser Wirkung sind jedoch bislang unzureichend untersucht.
Besonders unklar ist, ob Lenalidomid lediglich die Osteolyse hemmt oder auch aktiv die
Osteogenese fordert (Kap. 1.3.2). Um neue Erkenntnisse diesbezliglich zu erlangen,
priften wir anfanglich die direkte Wirkung von Lenalidomid auf MSPZ, um dann die
genetische Beeinflussung auch im Hinblick auf die Osteogenese zu betrachten.

Zunachst untersuchten wir, ob Lenalidomid die Osteogenese durch eine vermehrte
Proliferation der MSPZ férdert. Hierbei stellten wir keine signifikante Beeinflussung des
Zellwachstums durch Lenalidomid fest. Eine quantitative Vermehrung der
osteogenetischen Vorlaufer durch Lenalidomid scheint mit diesen Ergebnissen
unwahrscheinlich, daher Gberpriften wirim Folgenden, ob Lenalidomid die Osteogenese
Uber eine direkte Wirkung auf MSPZ férdert. Auch diese Versuche offenbarten keine
signifikanten Unterschiede in der osteogenetischen Kapazitat der MSPZ mit und ohne
Inkubation mit Lenalidomid. Somit wurden keine Hinweise fiir direkte die Osteogenese
férdernde Effekte von Lenalidomid auf MSPZh oder MSPZm gefunden. Damit stehen
unsere Ergebnisse im Einklang mit denen von Wobus et al., die bei ihren
Untersuchungen mit MSPZ von gesunden Probanden ebenfalls keine Wirkung von
Lenalidomid auf die Proliferation oder Differenzierungsfahigkeit der MSPZ fanden [147].
Unsere Daten erweiterten die bereits vorhandenen Ergebnisse durch die zusétzliche
Untersuchung der MSPZm, welche Wobus et al. nicht durchfiihrten.

Zusatzlich zu den Ergebnissen von Wobus et al. demonstrierten unsere Ergebnisse,
dass Lenalidomid auch auf molekulargenetischer Ebene keine signifikant veranderte
Genexpression in MSPZh verursachte. Die oben beschriebenen, durch MM-Erkrankung
1532 differentiell exprimierten Gene anderten die MSPZ offenbar in dem Mafe, dass
Lenalidomid lediglich Effekte auf MSPZm, nicht aber auf MSPZh ausibte. Dies lieB sich
bereits aufgrund der Hauptkomponentenanalyse vermuten, da eine Inkubation mit
Lenalidomid lediglich innerhalb der Gruppe der MSPZm ein neues Cluster zu bilden
schien, nicht jedoch bei den MSPZh.

Die IPA prognostizierte, dass RICTOR als Untereinheit von mTORC2 in MSPZm inhibiert
und nach Inkubation mit Lenalidomid aktiviert wurde. Eine aberrante Aktivierung des
mTOR-Signalwegs, welche zum Wachstum, Uberleben sowie zur

Medikamentenresistenz der MM-Zellen beitragt, ist flr viele MM-Patienten bereits
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bekannt [239-241]. So beschrieben Maiso et al. eine konstitutive Aktivierung des mTOR-
Signalwegs in MM-Zellen und fanden eine deutlich verstarkte Apoptose in MM-Zellen
nach Ausschalten von RICTOR durch die dadurch gestérte Adhasion von MM-Zellen an
die MSPZ [242]. Weiterhin fanden sie heraus, dass INK128, ein mTOR-Kinase-Inhibitor,
die Wirkung von Lenalidomid deutlich steigerte [242]. Auch Raje et al. beschrieben eine
synergistische Wirkung zwischen Lenalidomid und Rapamycin, einem mTOR-Inhibitor
[243]. Inwiefern Lenalidomid selbst auf den mTOR-Signalweg im KM-Mikromilieu des
MM wirkt, ist bisher nicht hinreichend erforscht. Fir Melanom-Zellen beobachteten Felici
et al. eine Veranderung der mTOR-Signalgebung nach Inkubation mit Lenalidomid [244],
sodass eine ahnliche Wirkung auf den mTOR-Signalweg in MM-Patienten ebenfalls
maoglich scheint. Die Prognose der IPA, dass RICTOR im MSPZm verglichen mit MSPZh
inhibiert wird, scheint somit unwahrscheinlich, da bisherige Studien von einer Aktivierung
des mTOR-Signalwegs im MM ausgehen. Die Auswertung der hier erhobenen DESeq2-

Daten ergab keine signifikant veréanderte Genexpression von RICTOR in MSPZm.

Auch in MSPZ nach Lenalidomid-Inkubation stellte sich RICTOR trotz der Prognose der
IPA nicht signifikant differentiell reguliert dar. Mit LAMTOR2, LAMTOR4 und LAMTORS5
prasentierten sich drei dem mTOR-Signalweg zugehérige Gene in MSPZm verglichen
mit MSPZh vermehrt exprimiert. LAMTOR4 und LAMTORS stellten sich in MSPZm nach
Inkubation mit Lenalidomid vermindert exprimiert dar. LAMTOR1-5 spielen als
sogenannter ,Ragulator Complex“ eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion
des mTOR-Signalwegs [245, 246]. Somit scheint eine Beeinflussung des mTOR-
Signalwegs durch Lenalidomid (ber eine differentielle Genexpression von LAMTOR4
und LAMTORS in MSPZ mdéglich zu sein. Diesbeziglich sind weitere Studien in der
Zukunft notwendig, um die genaue Auswirkung einer solchen reduzierten
Genexpression von LAMTOR4 und LAMTORS in MSPZm hinsichtlich des mTOR-
Signalwegs zu untersuchen.

Im Gegensatz zu MSPZh stellten sich in MSPZm nach Exposition gegenlber
Lenalidomid 121 Gene differentiell exprimiert dar. Diese Gene betrafen insbesondere
den Zellzyklus, das Zytoskelett und mitochondriale und ribosomale Gene inklusive der
Atmungskette mit der oxidativen Phosphorylierung. Auch die IPA identifizierte als Top
Canonical Pathways die oxidative Phosphorylierung und eine mitochondriale
Dysfunktion. Hinweise flir eine direkte funktionale oder molekulargenetische
Beeinflussung der Osteogenese durch Lenalidomid-Inkubation fanden sich in unseren
Ergebnissen nicht.
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Zu den Top Canonical Pathways sowohl in MSPZm verglichen mit MSPZh als auch in
MSPZm nach Lenalidomid-Inkubation verglichen mit der DMSO-Kontrolle gehérte auch
der elF2-Signalweg. Zu den elF2a-Kinasen gehdrt unter anderem die Ham-regulierte
elF2a-Kinase (HRI), welche durch Eisenmangel oder oxidativen Stress aktiviert wird und
welche eine wichtige Rolle in der Erythropoiese einnimmt [247, 248]. Die hier in CD34+-
HSPZ beobachteten Verédnderungen hinsichtlich der Ham-Synthese kénnten mit dem
veranderten elF2-Signalweg in Zusammenhang stehen. Der elF2-Signalweg wurde
bereits mit einer MM-Erkrankung in Verbindung gebracht: So beobachteten Burwick et
al. eine Beeinflussung des elF2-Signalwegs durch Dexamethason und eine durch HRI-
Aktivierung induzierte Apoptose von MM-Zellen [249]. Unsere Daten weisen nun darauf
hin, dass auch Lenalidomid den elF2-Signalweg und méglicherweise darliber auch die
Erythropoiese beeinflusst. Zum tiefergehenden Versténdnis dieser Beeinflussung bedarf
es weiterer Forschung in der Zukunft.

Zu den 121 durch Lenalidomid-Inkubation in MSPZm veranderten Genen gehdrten
110 Gene, die =zuvor durch MM-Erkrankung differentiell exprimiert wurden.
Interessanterweise flhrte eine Inkubation mit Lenalidomid fiir jedes dieser 110 Gene zu
einer umgekehrten Genexpression im Vergleich zur MM-Erkrankung: So wurden 109
Gene nach Inkubation mit Lenalidomid vermindert exprimiert, die durch MM-Erkrankung
vermehrt exprimiert waren und ein Gen nach Inkubation mit Lenalidomid vermehrt
exprimiert, welches durch MM-Erkrankung vermindert exprimiert wurde. Lenalidomid
kehrte also die durch die MM-Erkrankung induzierten Veranderungen der Expression
von 110 Genen weitgehend um. Méglicherweise handelt es sich hierbei um eine
Schlisselfunktion Lenalidomids in seiner Wirkung auf das MM, da durch die MM-
Erkrankung verursachte Anderungen der Signaltransduktionen wieder riickgéngig
gemacht werden kénnten. Insbesondere zeigte sich, dass Gene, die im
Krankheitskontext vermehrt exprimiert wurden, nach Lenalidomid-Inkubation eine
reduzierte Expression aufwiesen. Dies lasst vermuten, dass MM-bedingt erworbene,
moglicherweise maligne funktionelle Eigenschaften der MSPZ durch Lenalidomid

zumindest partiell aufgehoben werden kénnten.

Wahrend eine direkte Verbindung zwischen all diesen 110 Genen und einer MM-

Erkrankung bisher nicht ausflhrlich beschrieben wurde, kann eine potentielle Relevanz

dieser Gene hinsichtlich der Erkrankung nicht ausgeschlossen werden. So handelt es

sich bei CKS1B (CDC28 Protein Kinase Regulatory Subunit 1B) um ein Gen, dessen

Uberexpression mit einer schlechteren Prognose in MM-Patienten assoziiert ist und

dessen Genexpression in den hier vorliegenden Daten nach Lenalidomid-Inkubation
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vermindert exprimiert wurde [250, 251]. Die Lenalidomid-Inkubation flihrte auch in RSP3
(Ribosomal Protein S3) zu einer Herunterregulation, nachdem dieses sich zuvor in
MSPZm verglichen mit MSPZh heraufreguliert darstellte. Fir RSP3 wurde eine
Beteiligung am MM-Zell-Uberleben und an der Medikamentenresistenz gegeniiber
Proteasom-Inhibitoren beschrieben [252], sodass Lenalidomid auch hierlber
moglicherweise seine Wirkung im MM auslbt. Dies hat eine potentiell klinische
Relevanz, da der Proteasom-Inhibitor Bortezomib als Kombinationstherapie mit
Lenalidomid angewendet wird und sich so eine synergistische Wirkung von Bortezomib
und Lenalidomid andeutet.

Dem ,Metabolom®, also den Stoffwechseleigenschaften eines Organismus inklusive den
Mitochondrien, wird beim MM ebenfalls zunehmend eine Bedeutung beigemessen [253]:
In Studien wurden signifikant unterschiedliche metabolische Profile in MM-Patienten
verglichen mit gesunden Probanden beobachtet [254]; eine erhdéhte mitochondriale
Biomasse und Funktion soll zu einer Resistenz des MM gegentiber dem Proteasom-
Inhibitor Bortezomib beitragen [255, 256]. Somit kann auch fir die hier gefundenen
differentiell exprimierten Gene der mitochondrialen Funktion und Energieproduktion eine
potentielle Rolle im MM und fir die Funktion von Lenalidomid angenommen werden;
weitere Studien hierzu in der Zukunft sind notwendig. Bisher sind einige Medikamente
mit mitochondrialer Wirkung bekannt [253]; bezuglich Lenalidomid sind mitochondriale
Effekte bisher jedoch nicht ausreichend erforscht. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass
die Wirkung von Lenalidomid auf MSPZ zu einem groBen Teil Uber eine Veranderung
mitochondrialer Gene und damit auch der Atmungskette und der Energiegewinnung der
Zelle zustande kommt. Eine Behandlung mit Lenalidomid flhrt zu einer metabolischen
Umprogrammierung der MSPZm und beeinflusst damit mdglicherweise deren
Energieeffizienz und gegebenenfalls auch deren Unterstiitzung der MM-Zellen.
AuBerdem fanden wir Hinweise dafiir, dass Lenalidomid Veranderungen, die zu einer
Resistenz gegenilber Bortezomib flhren kdnnen, revertieren und somit zu einer

besseren Wirkung von Bortezomib fihren kénnte.

AbschlieBend muss bei der Betrachtung dieser Daten beachtet werden, dass fir die
MSPZm aufgrund einer geringen Patientenzahl wéhrend der Rekrutierungsphase mit
n = 2 lediglich zwei biologische Replikate vorliegen. Daher ist zu erwarten, dass sich bei
einer Erhéhung der Fallzahlen weitere signifikant differentiell exprimierte Gene
darstellen. Dennoch ist bemerkenswert, dass trotz dieser geringen Anzahl an Replikaten
bereits signifikante Ergebnisse vorliegen. Eine Fortfihrung der hier beschriebenen
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Versuche mit einer hheren Patientenzahl in der Zukunft ist notwendig, um unsere Daten

zu verifizieren und zu erweitern.

4.3 Schlussfolgerung

Wir deckten Unterschiede auf funktionaler Ebene zwischen den beiden MM-Zelllinien
INA-6 und RPMI-8226 auf, die fur zuklnftige Forschung mit MM-Zelllinien berlcksichtigt
werden sollten. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Langzeit-Exposition
gegenuber Lenalidomid zur Ausbildung zelllinienspezifischer Resistenzmechanismen in
MM-Zelllinien fihren kann, was sich in einer unterschiedlichen Koloniebildung der
weiBen Zellreihe nach erneuter Wirkstoffexposition widerspiegelt. Fir weitere MM-
Forschung mit Zelllinien ist demnach entscheidend, welche Zelllinie genutzt wird, da
signifikant unterschiedliche und teilweise auch gegenteilige Ergebnisse vorliegen
kénnen. Unter Berticksichtigung bereits bekannter Daten scheint INA-6 eher den realen
Gegebenheiten im MM-Patienten zu entsprechen. Diese potentiell resistente INA-6
zeigte nach erneuter Lenalidomid-Inkubation signifikant mehr gebildete Kolonien der

weiBen Zellreihe im CFU-Assay.

Unsere Ergebnisse bestéatigten, dass sich CD34+*-HSPZ von MM-Patienten funktionell
sowie hinsichtlich ihrer Genexpression signifikant von CD34+-HSPZ von gesunden
Probanden unterschieden. Wir erweiterten das bereits vorhandene Wissen um
zahlreiche Gene, die die Knochenmarknische betreffen und sich durch Erkrankung
dysreguliert darstellten. Unsere Daten bestétigen, dass eine MM-Erkrankung nicht nur
reife Plasmazellen, sondern auch hamatopoietische Vorlduferzellen betrifft. Die
Veranderungen auf RNA-Ebene standen in Zusammenhang mit dem Immunsystem,
Stammzelleigenschaften, dem Ham-Metabolismus, MSPZ-assoziierten Genen sowie
den Signalwegen TGF-B, Hedgehog und Notch und kénnen somit zu dem deutlich
veranderten KM-Mikromilieu flhren.

Weiterhin zeigte sich eine deutliche Beeinflussung der Genexpression durch
Lenalidomid, dessen Wirkung in Abhangigkeit des Gesundheitsstatus der Zellen
variierte. Es zeigten sich ausgepragte Effekte Lenalidomids auf CD34+-HSPZ, die
sowohl Gene der Hamatopoiese, der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion, der
Organisation der EZM sowie des Immunsystems betrafen als auch die Signalwege Wnt,
TGF-B, Notch und Hippo, die allesamt ebenfalls Funktionen flir Hamatopoiese,
Osteogenese, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sowie flr Inflammation und
Immunsystem Ubernehmen. Hierbei handelt es sich um Prozesse, die ebenfalls in
CD34+-HSPZ von MM-Patienten verglichen mit CD34+-HSPZ von gesunden Probanden
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differentiell reguliert waren und dort fir eine Neuausrichtung der Knochenmarknische
sorgen koénnten, um gesunde Zellen zu verdrdngen oder in ihrer Funktionalitat
einzuschranken. Diese Effekte kénnte Lenalidomid mdglicherweise in Teilen umkehren,
indem seine Wirkung auf genau diese Prozesse abzielt. Insgesamt wurden in CD34+m
im Vergleich zu CD34*h 199 Gene differentiell exprimiert. Fir 30 dieser Gene wurde
nach Lenalidomid-Inkubation eine Umkehr der vorherigen differentiellen Expression
durch MM-Erkrankung beobachtet. Somit kam es nach Lenalidomid-Inkubation zu einer
teilweisen Reversion von Veranderungen in CD34+-HSPZ durch die MM-Erkrankung.

Unsere Ergebnisse zeigten ebenfalls eine krankhafte Signatur der MSPZ von MM-
Patienten sowohl hinsichtlich ihrer Funktionalitat, insbesondere der Osteogenese, als
auch hinsichtlich des KM-Mikromilieus. GSEA bestétigten Verdnderungen der
Stammzelleigenschaften sowie der EZM-Organisation. Diesbezuglich identifizierten wir
zahlreiche differentiell exprimierte Gene inklusive RUNX2, Osteocalcin und
Osteomodulin sowie Veranderungen der Signalwege TGF-3/BMP, Wnt und Hedgehog,
welche sowohl fiir die Osteogenese als auch fir die Unterstitzung der Himatopoiese
eine Rolle spielen.

Nach Lenalidomid-Inkubation der MSPZ fanden wir in der RNA-Sequenzierung eine
Beeinflussung der Genexpression ausschlieBlich in MSPZ von MM-Patienten, nicht
jedoch in MSPZ von gesunden Probanden. Insgesamt wurden in MSPZm 1532 Gene
differentiell exprimiert. Auch hier fanden wir eine teilweise Reversion der vorherigen
differentiellen Genexpression in MSPZm nach Lenalidomid-Inkubation: Lenalidomid
kehrte in 110 Genen die zuvor durch die MM-Erkrankung differentielle Genexpression
wieder um. Diese Gene spielten unter anderem eine Rolle fir mitochondriale Funktion
inklusive der oxidativen Phosphorylierung und damit der Energiegewinnung der Zelle.
Mdoglicherweise nimmt diese Umkehr der zuvor durch MM-Erkrankung differentiellen
Genexpression sowohl in HSPZ als auch in MSPZ eine Schllisselfunktion im

Wirkmechanismus von Lenalidomid ein.

Bemerkenswerterweise fuhrte die Inkubation mit Lenalidomid in CD34*m zu einer
Heraufregulation von Genen, die im Kontext der MM-Erkrankung zuvor herunterreguliert
waren. Dahingegen wurde in MSPZm nach Lenalidomid-Inkubation primér eine
Herunterregulation von zuvor durch MM-Erkrankung heraufregulierten Genen
beobachtet. Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass Lenalidomid in CD34*m
die potentielle Wiederherstellung krankheitsbedingt verlorengegangener oder

eingeschrankter Funktionen bewirkt, wohingegen es in MSPZm zur Reversion MM-
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bedingt erworbener, mdglicherweise maligner funktioneller Veranderungen beitragt.
AuBerdem zeigte sich eine Zelltyp-spezifische Wirkung von Lenalidomid: Lenalidomid
beeinflusste in CD34+-HSPZ und MSPZ keine gleichen Gene.

Im CFU-Assay beobachteten wir eine signifikant reduzierte Bildung von Kolonien der
roten Zellreihe durch Lenalidomid in CD34+h. Dies lasst die Hypothese zu, dass
Lenalidomid im kurzfristigen Verlauf eine bei MM-Erkrankung vorliegende Anamie
maoglicherweise nicht per se verbessert, sondern eine Besserung der Anédmie durch die
Wirkung von Lenalidomid auf das KM-Mikromilieu und die Tumorzellen selbst zustande
kommt. Dies kdnnte allerdings dazu fihren, dass es bei Therapieversagen unter
Lenalidomid-Behandlung nicht nur durch den Tumorprogress, sondern auch durch die
Medikation mit Lenalidomid selbst zu einer weiteren Verschlechterung der Anamie
kommen kénnte. Nach erzeugter Lenalidomid-Resistenz der Zelllinie INA-6 flhrte eine
weitere Lenalidomid-Exposition der Zelllinie zu einem signifikanten Anstieg der Bildung
von Kolonien der weiBen Zellreihe im CFU-Assay und kdnnte im klinischen Kontext
maoglicherweise auf eine starkere Proliferation der Tumorzellen hindeuten. Diese
Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung eines konsequenten Monitorings der
Lenalidomid-Therapie im Hinblick auf eine potenzielle Resistenzentwicklung und ein
maogliches Therapieversagen. Eine fortgesetzte Behandlung mit Lenalidomid kénnte in
diesem Fall nicht nur unwirksam hinsichtlich der Tumorkontrolle sein, sondern potentiell
sogar das Tumorwachstum férdern und krankheitsassoziierte Symptome wie die Anamie
noch verschlechtern. Nach dieser Hypothese wére ein schnelles Absetzen von

Lenalidomid bei Hinweisen auf eine Resistenz zu empfehlen.

Insgesamt konnten wir zahlreiche Gene identifizieren, die zu der eingeschrankten KM-
Funktionalitat in MM-Patienten fiihren kénnen und somit weitere Erkenntnisse zu den
Ursachen der eingeschrankten Osteogenese und Hamatopoiese im MM beitragen.
Dariber hinaus zeigten sich nach Inkubation mit Lenalidomid veranderte
Genexpressionsmuster und Signalwege, die eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des
KM-Mikromilieus spielen und somit sowohl fir die Abwehr von MM-Zellen als auch fur
die KM-Funktionalitat von Bedeutung sind. Unsere Ergebnisse liefern damit einen
wichtigen Beitrag zum tieferen Verstandnis der Wirkmechanismen von Lenalidomid im

Kontext des Tumormikromilieus.

Die durch unsere Ergebnisse identifizierten, durch MM-Erkrankung differentiell
exprimierten Gene kdnnten die Grundlage darstellen fir die zukiinftige Entwicklung

neuer, spezifischer Therapieansatze des MM. Insbesondere die durch Lenalidomid-
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Inkubation revertierten differentiell exprimierten Gene in HSPZ und MSPZ von MM-

Patienten bieten einen interessanten  Ausgangspunkt flr  weiterfihrende
Untersuchungen zur klinischen Relevanz. Insbesondere das Gen ADGRG7 stellt ein
vielversprechendes Ziel dar, da es sowohl in CD34+-HSPZ als auch in MSPZ von MM-
Patienten deutlich mit jeweils sehr hohem Fold Change heraufreguliert und bereits mit
den Krankheiten Osteogenesis Imperfecta sowie Fibrogenesis Imperfecta Ossium
assoziiert wurde. Méglicherweise kommt diesem Gen eine Schllisselfunktion hinsichtlich
der Osteolysen bei MM-Erkrankung zu und kénnte medikamentds beeinflusst werden,

um so Osteolysen zu verhindern. Abb. 33 stellt ein zusammenfassendes Schaubild der

wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit dar.
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sy O (.-
Effekte von Lenalidomid < Effekte von Lenalidomid
auf gesunde HSPZ v CFU <v auf MM-assoziierte HSPZ

Effekte von Lenalidomid
auf MM-assoziierte MSPZ

Effekte von Lenalidomid
auf gesunde MSPZ

- @

GSEA o

EZM-Organisation,
Signalwege (TGF,
Hedgehog, Notch o

Unterschiede zwischen gesunden
und MM-assoziierten HSPZ

07

GeneCards u.a.

Immunsystem,
Signaltransduktion

Reversion von
in MM-
assoziierten

HSPZ herunter-

regulierten
Genen

GSEA

EZM-Organisation,
Signalwege (Wnt,

TGF/BMP,
oo 0

Unterschiede zwischen gesunden
und MM-assoziierten MSPZ

P 4 , DR 4

GeneCards u.a.

Mitochondriale und
ribosomale Gene,
Energieproduktion

Reversion von in
MM-assoziierten
MSPZ

hochregulierten
Genen

@

= = GSEA-Set Osteogenesis
Erklarung fir Osteolysen? 181,21 c

Vergleich HSPZ und MSPZ MM-Zell-Linien o HSPZ und MSPZ von MM-Patienten zeigten eine signifikant veranderte Genexpression im
Vergleich zu Zellen von gesunden Probanden = neue Hinweise auf Ursachen von Andmie,

QO ﬂ Effekte von Lenalidomid eingeschrénkter Osteogenese und verandertem KM-Mikromilieu im MM.
auf Lenalidomid- ¥ : o . = T .
/ resistente MM-Zellinien Q Lenalidomid wirkte teilweise unterschiedlich auf Zellen von MM-Patienten und Zellen von
o gesunden Probanden.
N’ l Im CFU-Assay prasentierte sich eine signifikant reduzierte Bildung von Kolonien der roten
RPMI Zellreihe nach Lenalidomid-Inkubation - Lenalidomid-bedingte Andmie?
0o 0 Lenalidomid bewirkte fiir einige Gene eine Reversion der MM-assoziierten differentiellen
v t Genexpression sowohl in HSPZ (Expression von 30 Genen revertiert) als auch in MSPZ

INA-6 (Expression von 110 Genen revertiert).

Proproliferativer
Effekt bei Resistenz? . . N o
ADGRG7 war in HSPZ und MSPZ von MM-Patienten signifikant vermehrt exprimiert im

. Vergleich zu Zellen von gesunden Probanden. ADGRG7 spielt moglicherweise eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von Osteolysen = potentielles Target im MM gegen Osteolysen?

Starker Anstieg von ADGRG7 in
MM:assozlierien HSP'Z und MSPZ @ Lenalidomid beeinflusste die Expression unterschiedlicher Gene in HSPZ und MSPZ; es

fanden sich keine Gene, auf die Lenalidomid sowohl in HSPZ als auch in MSPZ wirkte.

Potentielles Target in MM
Im Rahmen von Osteolysen

Nach erzeugter Lenalidomid-Resistenz in INA-6 zeigte diese eine signifikant gesteigerte
Koloniebildung im CFU-Assay nach erneuter Lenalidomid-Exposition = pro-proliferativer
Effekt von Lenalidomid auf MM-Zellen bei Lenalidomid-Resistenz?

Abb. 33: Graphische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. CFU-Assay = Colony-
Forming Unit-Assay, GSEA = Gene Set Enrichment Analysis, HSPZ = hdmatopoietische Stamm-
MM = multiples MSPZ = mesenchymale Stamm- und

und Progenitorzellen, Myelom,

Progenitorzellen.
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4.4 Limitationen

Die Limitationen unserer Ergebnisse liegen in der geringen Probenanzahl begriindet.
Wenngleich unsere Daten in einigen Féllen mit bereits bekannten Daten
Ubereinstimmten, empfehlen wir, sie in Zukunft durch eine héhere Probenanzahl zu
validieren. Insbesondere fur die Kondition der MSPZm ist eine Validierung mit einer
héheren n-Zahl notwendig, da in der vorliegenden Arbeit fir diese Kondition n = 2 genutzt
wurde. Weiterhin handelte es sich bei den von uns genutzten Primérzellen um Zellen
von Probanden, die am Universitatsklinikum Dusseldorf behandelt wurden. Somit sollte
unsere hier durchgefiihrte Single Center Studie in Zukunft durch multizentrische
Versuche ausgeweitet werden. In diesem Rahmen sollte auch ein Gender Matching
sowie Age Matching der Patienten aus den jeweiligen Kontroll- und
Behandlungsgruppen erfolgen, welches fir unsere Versuche aufgrund der geringen

Probenanzahl nicht durchgefihrt wurde.
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Abb. A 1: Die Zelllinie INA-6 zeigt ein stérkeres Proliferationsverhalten als die Zelllinie
RPMI-8226. Es werden die Populationsverdopplungen zwischen den beiden Zelllinien RPMI-
8226 und INA-6 in nativer Zellkultur verglichen. Hierbei stellte sich fur die INA-6 mit einer
durchschnittlichen Populationsverdopplung von 3,2 ein stérkeres Proliferationsverhalten im
Vergleich zur RPMI-8226 mit einer durchschnittlichen Populationsverdopplung von 2,042 dar
(p < 0,01). Dargestellt sind die Mittelwerte der Populationsverdopplungen + SEM. Signifikanzen
wurden berechnet mit ungepaartem studentischem t-Test: **, p < 0,01 von INA-6 im Vergleich zu
RPMI-8226, n =5
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RPMI-8226 nach 4 Tagen B RPMI-8226 nach 7 Tagen
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Abb. A 2: Wachstumsverhalten der Myelom-Zelllinien nach 4und7 Tagen mit
unterschiedlichen Lenalidomidkonzentrationen. Gezeigt ist die jeweilige Anzahl der
Populationsverdopplungen der Zelllinien RPMI-8226 und INA-6 nach 4 und 7 Tagen Kultivierung
mit Lenalidomid-Konzentrationen von 5, 10 und 50 uM und der DMSO-Kontrolle. A RPMI-8226
nach 4 Tagen Kultur. B RPMI-8226 nach 7 Tagen. C INA-6 nach 4 Tagen. D INA-6 nach 7 Tagen.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Populationsverdopplungen + SEM. Signifikanzen wurden
berechnet mit ungepaartem studentischem t-Test: **, p < 0,01 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle,
n=4 (A, B),n=3(C,D).
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Abb. A 3: Top 50 herauf- und herunterregulierte Gene in CD34*m gegeniiber CD34*h. Die
Abbildung zeigt die Top 50 der Gene, die in hAmatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen von
Myelom-Patienten (CD34*m) im Vergleich zu hdmatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen
aus gesunden Spendern (CD34+h) herauf- (linke Abbildung) und herunterreguliert (rechte
Abbildung) waren. Dabei reprasentieren die jeweils linken 4 Spalten CD34+h, wahrend die jeweils
rechten 5 Spalten CD34*m darstellen. Signifikanz 2 FDR p £0,05. n=4 (CD34*h) und n=5
(CD34*m). Nach bioinformatischer Analyse 2 (Kap. 2.8).
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Gen Beschreibung

CD34*'m
vs.
CD34*h

Fold Change in

CD34*h + CD34'm +
Lenalidomid vs. Lenalidomid vs.
CD34*h + DMSO CD34*m + DMSO

Uberschneidungen aller drei Konditionen

NNMT Nicotinamide N- -14,16 50,42 272,81
Methyltransferase

CELA2B Chymotrypsin Like -10,44 17,5 37,68
Elastase 2B

PPIC Peptidylprolyl Isomerase -4,78 4,54 18,89
C

TREM2 Triggering Receptor -6,1 4,76 11,6
Expressed On Myeloid
Cells 2

FARP1 FERM, ARH/RhoGEF -3,58 2,6 6,24
And Pleckstrin Domain
Protein 1

CORO1B Coronin 1B -1,84 1,92 2,23

Uberschneidung CD34+h + Lenalidomid vs. DMSO und CD34*m vs. CD34+h

GAL Galanin And GMAP -2,73 -2,98 -
Prepropeptide

Uberschneidung CD34*m + Lenalidomid vs. DMSO und CD34*m vs. CD34*h

ELANE Elastase, Neutrophil -2,52 - 2,57
Expressed

FCGRT Fc Gamma Receptor And -2,56 - 2,39
Transporter

ARHGAP31 Rho GTPase Activating -2,75 - 2,17
Protein 31

MCEMP1 Mast Cell Expressed -2,86 - 2,37
Membrane Protein 1

TRPM4 Transient Receptor -2,88 - 3,03
Potential Cation Channel
Subfamily M Member 4

HNMT Histamine N- -3,03 - 2,33
Methyltransferase

ARPIN Actin Related Protein 2/3 -3,22 - 3,38
Complex Inhibitor

SRPX Sushi Repeat Containing -3,28 - 3,01

Protein X-Linked
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Fold Change in
CD34'm CD34*h + CD34'm +
VS. Lenalidomid vs. Lenalidomid vs.
Gen Beschreibung CD34*h CD34*h + DMSO CD34*m + DMSO
CTSG Cathepsin G -3,33 - 2,34
CSF1R Colony Stimulating Factor -3,61 - 2,47
1 Receptor
VSIG4 V-Set And Immunoglobin -4,05 - 4,83
Domain Containing 4
LAYN Layilin -4,11 - 5,15
FCAR Fc Alpha Receptor -4,69 - 3,99
TSPAN15 Tetraspanin 15 -4.77 - 3,51
SLAMF8 SLAM Family Member 8 -5,99 - 5,96
CA12 Carbonic Anhydrase 12 -6,28 - 4,68
A2M Alpha-2-Macroglobulin -7,40 - 5,79
GNG12 G Protein Subunit -7,57 - 4,95
Gamma 12
MARCO Macrophage Receptor -8,09 - 4,72
With Collagenous
Structure
NRP2 Neuropilin 2 -10,45 - 5,26
DAAM2 Dishevelled Associated -12,67 - 11,81
Activator Of
Morphogenesis 2
ALDH1A2 Aldehyde Dehydrogenase -12,69 - 14,08
1 Family Member A2
IL1R2 Interleukin 1 Receptor -22,12 - 5,61
Type 2
CD209 CD209 Molecule -23,17 - 28,32

Tabelle A 1: Gene, die sowohl in CD34*m als auch nach Inkubation mit Lenalidomid
differentiell reguliert sind. Die dargestellten Gene unter ,Uberschneidungen aller drei
Konditionen® sind in den drei entsprechenden Konditionen differentiell exprimiert:
CD34*h + Lenalidomid vs. CD34*h + DMSO, CD34*m + Lenalidomid vs. CD34*m + DMSO,
CD34*m + DMSO vs. CD34+h + DMSO. Die dargestellten Gene unter ,Uberschneidung CD34+h
+ Lenalidomid vs. DMSO und CD34'm vs. CD34*h* sowie ,Uberschneidung CD34*m +
Lenalidomid vs. DMSO und CD34*m vs. CD34*h" sind in den entsprechenden Konditionen
differentiell exprimiert. Signifikanz 2 FDR p < 0,05, Fold Change = 1,5 bzw. = -1,5. CD34*h =
CD34+*-HSPZ aus gesunden Probanden (healthy), CD34*'m = CD34*-HSPZ aus Myelom-
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Patienten (maligne), HSPZ = hdmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen. n = 4 (CD34+h)
und n =5 (CD34*m).

Gen Beschreibung Fold Change  Fold Change
MSPZm vs. CD34*m vs.
MSPZh CD34*h
ADGRG7 Adhesion G Protein-Coupled  3361,49 1639,94
Receptor G7
PLAT Plasminogen Activator, 4,3 6,46
Tissue Type
DSE Dermatan Sulfate Epimerase -2,03 -1,9
SIPA1L2 Signal Induced Proliferation -3,94 -3,17
Associated 1 Like 2
HISTIH4C  H4 Clustered Histone 3 5,12 -3,29
SGK1 Serum/Gilcocorticoid 5,36 -3,49
Regulated Kinase 1
SLC11A1 Solute Carrier Family 11 7,74 -4,61
Member 1
CTSH Cathepsin H 5,53 -5,14
TREM1 Triggering Receptor -5,82 -6,2

Expressed On Myeloid Cells
1

FABP4 Fatty Acid Binding Protein 4 8,67 -7,85

Tabelle A 2: 10 Gene, die sowohl in MSPZm als auch in CD34*m differentiell gegeniiber
MSPZh und CD34*h exprimiert werden. FDR p <0,05, Fold Changez=1,5 bzw.<-1,5.
CD34*h = CD34*-Zellen aus Gesunden (healthy), CD34*m = CD34*-Zellen von Myelom-
Patienten (maligne), HSPZ = hadmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen, MSPZh =
mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy),
MSPZm = mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). n = 4
(CD34*h) und n = 5 (CD34*m).
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MSPZm vs. MSPZh

MSPZm + Lenalidomid vs.

Gen Fold Change MSPZm + DMSO Fold Change
NME1 6,148293528 -3,436814844
ZNHITA 6,057658143 -4,428718821
NME1-NME2 5,978894823 -3,363693938
ZNF593 5,743715803 -3,217383041
COX7B 5,676351473 -3,849797608
MRPL52 5,415277213 -2,981737551
CHCHD2 5,399391313 -3,830760068
GSTOf1 5,347271864 -3,220900345
CKS1B 5,216488125 -3,123594406
uQccz 5,12015226 -3,656728204
EMG1_2 4,99186602 -3,341661175
RPS10 4,782138264 -3,362907518
SNRPG 4,745097295 -3,022538432
ROMO1 4,574699612 -3,428023006
RPS7 4,558491088 -3,300725171
COX6A1 4,481663004 -3,793086057
DCTPPH1 4,354117373 -3,284735561
MRPS15 4,301081803 -3,526190298
SUCLGH1 4,281991249 -3,605262877
PSMB3 4,233059223 -2,797390117
DCTN3 4,175722228 -3,47598958
UFD1L 4,055050714 -2,872011601
MRPL41 3,994383812 -2,978201286
PFDN5 3,987796511 -3,563692496
MRPL14 3,927488564 -2,935436846
RPS18 3,788498806 -3,941156189
COPS3 3,709796331 -3,02248302
LSM2 3,611587664 -3,056348789
EMG1_1 3,610695525 -2,842526027
STOML2 3,564884744 -3,024718123
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MSPZm vs. MSPZh

MSPZm + Lenalidomid vs.

Gen Fold Change MSPZm + DMSO Fold Change
MRPL43 3,502026444 -3,447103425
ATP5J2 3,488758978 -2,484281136
RPS21 3,480802709 -2,703498878
POLR2F 3,473000331 -3,00314746
PSMG3 3,452791239 -2,699940367
BUD31 3,445346926 -3,055487984
PPIH 3,426649251 -2,659246012
NAA38 3,400314408 -2,836015752
GON7 3,392918075 -3,05664514
SRPRB 3,390863027 -2,759552934
UQCRQ 3,379440143 -2,601724398
IF16 3,372139873 -4,913059207
NDUFA13 3,359299504 -3,169686924
RBX1 3,352884666 -2,73979601
MRPL27 3,333398802 -2,469045672
RPS16 3,278881902 -2,732383306
NXTA 3,266582957 -2,895492879
TRAPPC2L 3,248387227 -2,87145304
LAMTOR4 3,223925927 -2,608582336
RPS6 3,197133423 -3,446998992
MRPL11 3,18077684 -2,838001809
PHF5A 3,166904126 -2,964448786
NOSIP 3,148475105 -2,465490862
NSMCE2 3,122993649 -2,410126912
MRPS7 3,119569948 -2,625222991
FAM229B 3,11582262 -3,341874017
HSBP1 3,087804994 -2,631689985
ANAPC11 3,0455673 -2,383781587
RPL36 3,033177862 -2,580117556
NDUFB8 3,020856387 -2,471655936
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MSPZm vs. MSPZh

MSPZm + Lenalidomid vs.

Gen Fold Change MSPZm + DMSO Fold Change
CREB3 3,003991762 -2,488650447
RPS9 2,97235317 -2,852014586
POLE4 2,946472518 -2,627426548
NDUFA2 2,923282861 -2,712987
NDUFB9 2,901297225 -2,397277439
TOMM®6 2,89931399 -2,422729118
POLR2G 2,892947258 -2,453152856
LRRC75A-AS1 2,884232156 -3,189943377
COX7A2L 2,859867895 -2,959327972
ZNRD1 2,857926776 -2,819591622
MEA1 2,852963845 -2,339562724
C70orf50 2,843399271 -2,289474839
SSR2 2,768535515 -2,759729068
CRIPT 2,716669011 -2,471245777
TBCA 2,709464482 -2,258271297
NDUFB5 2,709378572 -2,742875399
RPL27A 2,678240229 -3,207687063
PDE6D 2,664492332 -2,611987616
HAX1 2,616594009 -2,303882278
GPX1 2,605292009 -2,866560009
TMEM14B 2,585568824 -2,373665015
RPS14 2,58454264 -2,652852473
ISCA2 2,573246862 -2,507836112
SCNM1 2,570828449 -2,609543582
C14orf119 2,563711278 -2,307924413
C190rf53 2,562842661 -2,324397611
RPL29 2,539466317 -2,513507621
RPS3 2,5356741 -2,881885304
TMEM14A 2,49936999 -2,540610248
WBSCR22 2,490222042 -2,224950587
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MSPZm vs. MSPZh

MSPZm + Lenalidomid vs.

Gen Fold Change MSPZm + DMSO Fold Change
PRDX5 2,482718513 -2,618647737
RPL14 2,39099324 -2,576779506
NTPCR 2,388377332 -3,05839215
RPL34 2,356736697 -2,523625174
LAMTORS5 2,33002896 -2,109663353
RPSA 2,329274763 -2,405886095
CHMP5 2,324359186 -2,275673943
ACAP1 2,296536416 -4,357497404
RPS3A 2,281664967 -2,695554481
SLC50A1 2,272283536 -2,463201806
RWDD1 2,253872105 -2,227502272
SDF2 2,238375767 -2,492427105
RPL18A 2,232546141 -2,547686109
GAS5 2,214074122 -2,521226425
TMEM147 2,186402396 -2,269049494
MRPL49 1,952742668 -2,445948377
ZFAND6 1,913774965 -2,2120237
PEX2 1,859625904 -2,518074322
SSR4 1,757312385 -2,054708708
DOCK2 -2,728773148 3,654894417

Tabelle A 3: Tabelle der 110 Gene, die sowohl in MSPZm verglichen mit MSPZh als auch
nach Behandlung mit Lenalidomid in MSPZm differentiell exprimiert sind.
Signifikanz 2 FDR p = 0,05, Fold Change = 1,5 bzw. <-1,5. MSPZh = mesenchymale Stamm-
und Progenitorzellen von gesunden Probanden (healthy), MSPZm = mesenchymale Stamm- und

Progenitorzellen von Myelom-Patienten (maligne). n =3 (MSPZh), n = 2 (MSPZm).
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