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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hamatopoetische Stammzellen (HSZ)

Die Lebensspanne von Blutzellen variiert je nach Zelltyp und reicht von wenigen Tagen bei
neutrophilen Granulozyten Uber mehrere Monate bei roten Blutkdrperchen bis hin zu Jahren
bei den immunologischen Gedachtniszellen. Um das Gleichgewicht (Hom@ostase) im
blutbildenden System gewaéhrleisten zu konnen, d.h. die Anzahl an Blutzellen lebenslang
konstant zu halten, bedarf es daher der stdéndigen Nachbildung von Blutzellen, so missen pro
Tag mehrere Milliarden an neuen Blutzellen produziert werden. Dieser Vorgang wird
H&matopoese genannt und findet beim Erwachsenen hauptsachlich im Markraum von langen
Rohrenknochen statt.! Die essenzielle Zellpopulation hierfir sind pluripotente hamatopoeti-
sche Stammzellen (HSZ). Pluripotenz (lat.: plus = mehrere) bedeutet, dass sie in alle
linienspezifischen hamatopoetischen Zelltypen ausdifferenzieren kdnnen; somit stellen sie die
Ausgangsbasis fiir die Bildung aller peripheren Blutzellen (Effektorzellen) dar. Dabei sorgen
die roten Blutkoérperchen (Erythrozyten) fur einen geregelten Sauerstofftransport, das
Zusammenspiel von Blutplattchen (Thrombozyten) und I6slichen Faktoren ermdglicht eine
bedarfsgerechte Regulation der Blutgerinnung und die Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems (Granulozyten und Lymphozyten) garantieren eine nachhaltige

Bekampfung korperfremder Mikroorganismen.t?

Die Identifizierung und funktionelle Charakterisierung von HSZ beanspruchte mehrere
Jahrzehnte intensiver Forschung. Mithilfe von fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gegen
bestimmte Antigene auf der Zelloberflache konnten HSZ gezielt aus dem Knochenmark
isoliert und untersucht werden. Als wichtigstes Merkmal humaner HSZ gilt bis heute das
Oberflachenantigen cluster of differentiation 34 (CD34).2 Dieses Protein ist insgesamt nur auf
etwa 1 bis 4 Prozent der Zellen im Knochenmark und etwa 0,01 bis 0,1 Prozent der Zellen im
peripheren Blut exprimiert.* Neben CD34 wurden zusatzlich CD133 und CD38 als
spezifische Marker fiir HSZ etabliert.> Das Oberflachenantigen CD38 wird erst in einem
spateren Differenzierungsstadium von hdmatopoetischen Zellen exprimiert, weshalb CD38-
negative Zellen eine besonders unreife Gruppe innerhalb der HSZ darstellen.®” Ein Merkmal
von Stammzellen im Allgemeinen ist das Fehlen von Antigenen, die spezifisch flr eine
bestimmte Blutzelllinie sind; alle HSZ sind daher lineage negative™ (lin"). Demgegenuber sind

h&matopoetische Vorlauferzellen (Progenitorzellen) bereits zur Differenzierung in eine



1 Einleitung 2

bestimmte Zelllinie determiniert und daher nicht mehr pluripotent wie die HSZ sondern nur
mehr oligopotent (gr.: oligos = wenig). Eine weitere Besonderheit von HSZ ist die Fahigkeit
zur selbsterneuernden Zellteilung. Dadurch kénnen sich die Stammzellen selbst erneuern und
weiter ausdifferenzierte Nachkommen hervorbringen. Durch diese als asymmetrisch
bezeichnete Zellteilung, bei der jeweils eine Tochterzelle im Stammzellpool verbleibt und
eine weitere Tochterzelle in eine Effektorzelle ausdifferenziert, kann die lebenslange
Versorgung des Korpers mit reifen Blutzellen sichergestellt werden. Eine andere, flr die
Aufrechterhaltung der Homd@ostase im blutbildenden System unverzichtbare Fahigkeit der
HSZ besteht darin, in ein ruhendes Zellzyklus-Stadium (Quieszenz) (iberzutreten, in welchem
keine Zellteilung stattfindet und die HSZ vor externen Einflissen geschiitzt sind.®° Die
einzelnen Differenzierungs- und Proliferationsschritte bei der Entwicklung von der
pluripotenten Stammzelle hin zu den reifen Blutzellen werden von hamatopoetischen
Zytokinen (Wachstumsfaktoren), vor allem aber auch von Einflissen aus der Umgebung im
Knochenmark (Mikroenvironment) reguliert. Das Mikroenvironment der HSZ wird auch als
hédmatopoetische Stammzellnische bezeichnet. Diese Stammzellnische ermdglicht den HSZ,
ihre Selbsterneuerungsfahigkeit zu bewahren und bei Bedarf zu proliferieren; somit
gewahrleistet sie die lebenslange Aufrechterhaltung des Stammzellpools.l®2 Da die
vorliegende Dissertation auf der Hypothese beruht, dass Veranderungen im Mikroenviron-
ment des Knochenmarks mitverantwortlich fir die Entwicklung von malignen hdmatologi-
schen Erkrankungen sind, erfolgt im ndchsten Abschnitt eine Vorstellung der wichtigsten
Zelltypen und molekularen Interaktionsmechanismen in der hdmatopoetischen Stammzellni-

sche.
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1.2 Die himatopoetische Stammzellnische

1.2.1 Das Konzept der hamatopoetischen Stammzellnische

Um die lebenslange Nachbildung von Blutzellen zu gewahrleisten, missen Funktionalitat und
Integritdt der hamatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen einer exakten Regulation
unterliegen. Dabei spielt das Mikroenvironment im Knochenmark, die Stammzellnische, eine
entscheidende Rolle. Das Konzept der Nische geht auf die Gruppe um Schofield zurtick, die
zeigen konnten, dass einzig das Stroma im Knochenmark zur Aufrechterhaltung der HSZ in
der Lage ist und die Aktivitat der HSZ maligeblich durch das Mikroenvironment gesteuert
wird.** Die Nische reguliert den Eintritt der Stammzellen in den Zellzyklus und beschiitzt
sie dadurch vor Schéden durch fehlerhafte DNA-Replikation oder externe Einflisse wie
Strahlenexpostition.’3>1" Die Entwicklung von bildgebenden Methoden wie dem in vivo
Imaging oder der konfokalen Multi-Photonen-Mikroskopie hat die Kenntnisse auf dem Gebiet
der Stammzellnische entscheidend vorangebracht, da hiermit die anatomischen Lagebezie-
hungen zwischen den HSZ und dem Knochenmarksstroma darstellbar wurden.’® Dadurch
konnte gezeigt werden, dass sich die HSZ im Knochenmark entweder nahe an der
Knochenoberflache (endosteal) oder in enger Assoziation mit GeféaBen (perivaskulér)
befinden.’®% Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde die Existenz von mindestens zwei
hédmatopoetischen Nischen postuliert: einer endostealen und einer perivaskuldren Nische.
Dabei wurde angenommen, dass die endosteale Nische primar die ruhenden HSZ* und die
perivaskulare Nische vor allem die aktivierten, teilungsaktiven HSZ beherbergt. Neuere Daten
belegen jedoch, dass auch endosteal gelegene HSZ eng mit Blutgefdlen in Verbindung
stehen?®; daher gelten die beiden Nischen nicht als strikt getrennt und sollten vielmehr als
funktionell zusammenhangende Einheit verstanden werden.?* Die komplexen Ablaufe in der
Stammzellnische werden von den Komponenten des Knochenmarksstromas anhand von Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Kontakten sowie der Sekretion von léslichen Signalmolekiilen genau
abgestimmt. Im Folgenden wird die Rolle von léslichen Signalmolekilen sowie die

Bedeutung wichtiger Zelltypen fiir die Regulation der HSZ in der Nische thematisiert.
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1.2.2  Wichtige Signalmolekdle in der Stammzellnische

Die Expression loslicher Signalmolekile durch die Zellen im Knochenmarksstroma ist
elementar fur die Adhasion bzw. den Verbleib der HSZ im Knochenmark und ermdglicht
zudem das sogenannte Homing, d.h. die Wanderung der im peripheren Blut zirkulierenden
HSZ zurick in die Knochenmarksnische. Allen voran ist in diesem Zusammenhang der stem
cell factor (SCF) sowie die sogenannte CXCL12/CXCR4 Achse von Bedeutung; d.h. die
Interaktion des C-X-C motif chemokine ligand 12 mit seinem Rezeptor C-X-C motif
chemokine receptor 4.22% Das Chemokin CXCL12 wird von zahlreichen Stromazellen (u.a.
Osteoblasten, Endothelzellen und perivaskularen Stromazellen) exprimiert und bindet an
CXCR4, einen G-Protein gekoppelten Rezeptor auf den HSZ.?* Unter anderem dadurch
konnen die Stammzelleigenschaften der HSZ aufrechterhalten werden und der Verbleib der
HSZ im Knochenmark (maintenance)?®, die Ruhigstellung der HSZ in der inaktiven Go-
Zellzyklusphase (quiescence) und die Selbsterneuerungsféhigkeit der HSZ (self-renewal)
gewadhrleistet werden. Die Bedeutung der CXCL12-CXCR4-Achse fur die Aufrechterhaltung
des Stammzellpools im Knochenmark wurde bereits vielfach belegt; so konnte gezeigt
werden, dass die Blockade von CXCR4-Rezeptoren auf den HSZ zu einer deutlichen
Reduktion der Anzahl an HSZ im Knochenmark flhrt. Therapeutisch wird die CXCL12-
CXCR4-Achse unter anderem fir die Mobilisierung von Stammzellen in das periphere Blut

genutzt. 228

1.2.3 Zellulare Komponenten der Stammzellnische

Als wichtige zelluldare Nischenkomponenten flr die Aufrechterhaltung des HSZ-Pools wurden
zunachst Osteoblasten 2°%° und Endothelzellen identifiziert, ehe die Bedeutung wvon
perivaskularen mesenchymalen Stromazellen (MSZ) mehr und mehr in den Fokus
geriet.23132 Der unmittelbare Einfluss von Osteoblasten auf die Aufrechterhaltung des
Stammzellpools wurde mittlerweile zum Teil widerlegt®*-%, wahrend die Beeinflussung der
HSZ durch Endothelzellen ?° und perivaskulare mesenchymale Stromazellen (MSZ)3?33
eindeutig bewiesen werden konnte. Einen Uberblick tiber die wichtigsten Bestandteile in der
Stammzellnische im Knochenmark liefert Abbildung 1. Hierzu gehéren neben den
Endothelzellen, den MSZ und den Osteoblasten auch Osteoklasten, Makrophagen®® und
sogenannte CXCL12-abundant reticular cells (CAR cells).?” Diese CAR Zellen werden (iber
eine aulerordentlich hohe Expression des HSZ-Erhaltungsgens CXCL12 definiert, sind im

Vergleich zu anderen MSZ bereits weiter ausgereift und verfiigen daher nur noch ber ein
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eingeschranktes Differenzierungspotential. Aktuelle Daten belegen zudem die Rolle des
sympathischen Nervensystems, das die Expression essenzieller HSZ-Erhaltungsgene wie
CXCL12 steuert und dadurch den Aktivititsgrad der HSZ beeinflussen kann.3"*3 Neben den
in der Abbildung gezeigten Nischenbestandteilen konnten zudem Megakaryozyten®,
Bestandteile der Extrazellularmatrix wie Osteopontin und Angiopoetin 1*° und die Molekiile
TGF-R1 und Interleukin 7 als regulatorische Nischenkomponenten identifiziert werden. Da
der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Kultivierung und Charakterisierung von MSZ
sowie der ldentifizierung maoglicher Abweichungen in den MSZ aus dem Knochenmark von
AML-Patienten liegt, erfolgt im nachsten Abschnitt eine detaillierte Vorstellung der MSZ und

ihrer Rolle in der hamatopoetischen und leukdmischen Stammzellnische.

Sympathische
Nervenfaser

Nicht-myelinisierende
Schwann‘sche Zelle
Mesenchymale
Stromazelle
Lymphatische
Vorlauferzelle

@

Indirekte
Faktoren

Knochen

! Smu§ ?rotheri
Car Zelle ~ blo%j vessel

Osteablast

Osteoklast Endothelzelle
Mesenchymale Stromazelle
Osteoprogenitorzelle

Makrophage

Abb. 1: Schematische Darstellung wichtiger Komponenten der hamatopoetischen
Stammzellnische (modifiziert nach *)

Die h&matopoetische Stammzellnische kann in einen endostealen Bereich nahe der Knochenoberfléche (im Bild
links dargestellt) und einen perivaskuldren bzw. sinusoidalen Bereich eingeteilt werden. Die HSZ (griin
dargestellt) scheint dabei nicht strikt in einer der beiden Nischen zu verharren, sondern je nach Aktivitatsgrad
von der einen in die andere Nische wechseln zu kénnen. Die endosteale Nische wird vor allem von Osteoblasten
gebildet und ist fir die Erhaltung von HSZ in einer ruhenden Zellzyklusphase (Quieszenz) zusténdig. Die
perivaskuldre Nische dagegen beherbergt vor allem teilungsaktive HSZ. HSZ: hamatopoetische Stammzelle;
Car-Zelle: CXCL12-abundant reticular-Zelle; SCF: stem cell factor.
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1.3 Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSZ)

1.3.1 Definition von MSZ

Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSZ) im Knochenmark spielen eine zentrale
Rolle in der Stammzellnische und sind fur die Regulation der blutbildenden Zellen
mitverantwortlich. Diese nicht-hdmatopoetischen Knochenmarkszellen wurden erstmals 1968
von der Gruppe um Friedenstein beschrieben*’ und kénnen in Knochen-, Knorpel-, Fett- und
fibroblastendhnliche Stromazellen ausdifferenzieren. Auch in anderen Geweben aul3erhalb des
Knochenmarks konnten bereits MSZ identifiziert werden®®; MSZ sind dort unter anderem
zustandig fir die Regulation von Prozessen wie Angiogenese, Wundheilung und
Inflammation.**>*Aufgrund ihrer multipotenten Differenzierungsfahigkeit wurden sie
urspriinglich als mesenchymale Stammzellen bezeichnet. Von der Bezeichnung ,,Stammzelle*
wurde jedoch aufgrund des fehlenden Selbsterneuerungspotentials der MSZ abgewichen,
weshalb seither die Bezeichnung multipotente mesenchymale Stromazelle (MSZ) gilt.>2 Zur
besseren Vergleichbarkeit von Studienergebnissen definierte die International Society for
Cellular Therapie (ISCT) im Jahr 2006 drei Minimalkriterien fir die Definition von MSZ.
Darunter fallen Plastikadhdrenz unter Standard-Kulturbedingungen, die Fahigkeit zur
Differenzierung in die drei klassischen Stroma-Zelllinien Fett-, Knorpel- und Knochenzellen
(Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten) sowie die Expression der Oberflachenmoleki-
le CD29, CD105, CD73, CD44 und CD90 bzw. die fehlende Expression der hamatopoeti-
schen Marker CD45 und CD34.>* Die MSZ im Knochenmark befinden sich iiberwiegend
perivaskuldr im zentralen Markraum und stehen in direktem Kontakt mit der nicht-luminalen
Seite von Endothelzellen.® Im Folgenden wird die Bedeutung der MSZ im Knochenmark fiir

die physiologische Blutbildung thematisiert.

1.3.2 MSZ in der physiologischen Stammzellnische

Durch die Regulation der Migration bzw. der Erhaltung der HSZ in ihrer Nische im
Knochenmark sind MSZ mitverantwortlich fur einen geregelten Ablauf der Blutbildung im
Knochenmark. MSZ sind essenziell fur den Verbleib der HSZ im Knochenmark und damit fir
die lebenslange Versorgung des Organismus mit den Effektorzellen aller hdmatopoetischen
Zelllinien.*®°® Eine von Ding et al. publizierte Untersuchung zur Relevanz der wichtigsten
Nischenzellen ergab in diesem Zusammenhang, dass die Anzahl der perivaskularen MSZ, im
Gegensatz zur Anzahl an Osteoblasten in der Nische, unmittelbar mit der Anzahl an HSZ in

der Nische Kkorreliert.®® Essenziell ist hierbei wiederum die bereits erlauterte CXCL12-
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CXCR4-Achse.®® So konnte gezeigt werden, dass perivaskulare MSZ, verglichen mit allen
anderen Zelltypen im Knochenmarksstroma, hohere Mengen an CXCL12 exprimieren, dem
entscheidenden Faktor fur die Adh&sion und den Verbleib der HSZ im Knochenmark. Auch
die Expression von SCF, Osteopontin und Angiopoetin ist bei den MSZ héher als bei den
anderen Zelltypen (u.a. Osteoblasten und Endothelzellen) in der Stammzellnische. 2572 Die
Rolle der MSZ im Zusammenhang mit der CXCL12-CXCR4-Achse konnte zudem dadurch
bestatigt werden, dass die Behandlung mit dem Wachstumsfaktor granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF), der zur Mobilisierung von HSZ aus der Knochenmarksnische in
das periphere Blutsystem eingesetzt wird, die CXCL12-Expression spezifisch auf den MSZ
reduzierte. Aktuelle Daten belegen zudem, dass aberrante, d.h. dysfunktionale MSZ im
Knochenmarksstroma auch eine Rolle in der Entstehung und Progression von Knochenmark-
serkrankungen spielen kénnten. 8 Im Folgenden Abschnitt wird daher die Bedeutung von
MSZ in der leukdmischen Stammzellnische dargestellt. Dabei werden mdgliche
Auswirkungen aberranter MSZ auf physiologische HSZ bzw. umgekehrt potentielle Effekte
von entarteten hamatopoetischen Zellen (z.B. Akute myeloische Leukédmie (AML)-Zellen) auf

die MSZ im Knochenmarks-Mikroenvironment thematisiert.

1.3.3 MSZ in der leukamischen Stammzellnische

Durch die sehr enge Interaktion mit den hamatopoetischen Zellen im Knochenmark kénnen
sich Verénderungen in den MSZ unmittelbar auf die Funktion der HSZ auswirken und so zur
Entstehung von Knochenmarkserkrankungen wie der AML beitragen. Wichtige Hinweise flr
die Bedeutung der MSZ in der Stammzellnische lieferte eine Studie, in der die genetische
Inaktivierung von MSZ, bzw. die spezifische Inhibierung der fiir den Verbleib der HSZ im
Knochenmark essenziellen Gene SCF und CXCL12 in den MSZ einen signifikanten Verlust
an HSZ im Knochenmark bewirkte.®>® Funktionelle Veranderungen in den MSZ koénnen
somit zu einer gestérten Adhésion von physiologischen HSZ im Knochenmark fihren.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die gezielte Blockade funktioneller Gene in den MSZ
die Entwicklung von Myeloproliferativen Neoplasien (MPN), Myelodysplastischen
Syndromen (MDS) oder akuten Leukamien fordert.®%2 Die Gruppe um Raaijmakers et al.
konnte in diesem Zusammenhang zeigen, dass die spezifische Blockade einer Endonuklease
in mesenchymalen Vorlauferzellen zu Myelodysplasien und akuten Leukamien fiihrte.®® Die
genaue Kenntnis Uber das Zusammenspiel von MSZ und h&matopoetischen Zellen kdnnte

daher in der Entwicklung nicht-zellautonomer Therapieansidtze von Leuk&mien genutzt
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werden, indem durch gezielte Manipulation von MSZ in die Pathogenese der Erkrankungen
eingegriffen und dadurch deren Entwicklung verzogert oder gar verhindert wird. Da die
vorliegende Dissertation zur Thematik der Bedeutung aberranter MSZ in der AML verfasst
wurde, erfolgt im ndchsten Abschnitt eine detaillierte VVorstellung der AML, der haufigsten

hamatologischen Tumorerkrankung im Erwachsenenalter.

1.4 Akute Myeloische Leukimie (AML)

1.4.1 Definition und klinische Symptomatik

Der Begriff Leukamie (gr.: leukos = weil3; haima = Blut; d.h. Weilblutigkeit) geht auf den
Pathologen Rudolf Virchow zuriick und bezieht sich auf die Farbe des Blutes bei
Leuk&miepatienten mit sehr hohen Leukozytenzahlen. Von einer myeloischen Leuk&mie
spricht man, wenn Zellen der Myelopoese (Granulozyten, Monozyten, Thrombozyten oder
Erythrozyten) betroffen sind, bei Entartung einer Zelle der Lymphopoese spricht man
dementsprechend von einer lymphatischen Leuk&dmie. Je nach Reifegrad der entarteten Zellen

erfolgt dartiber hinaus die Unterteilung in akut bzw. chronisch.

Als akute myeloische Leukdmie (AML) wird eine Gruppe biologisch heterogener
Erkrankungen mit pathologischer Proliferation klonaler myeloischer Zellen aus dem
hédmatopoetischen Vorlaufer- oder Stammzellenpool bezeichnet. Dabei kommt es zur
Blockade der Differenzierung der myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark. Die
Uberschiefende Expansion des leukdmischen Zellklons verdrangt die physiologische
Hématopoese im Knochenmark und fiihrt daher zu einem Mangel an funktionsfahigen roten
Blutkdrperchen (Anémie), weillen Blutkdrperchen (Granulozytopenie) und Blutpléttchen
(Thrombozytopenie). Die klinische Symptomatik resultiert aus der progredienten
Knochenmarksinsuffizienz und beginnt meist mit einem anamiebedingtem Leistungsabfall,
einer gesteigerten Infektanfalligkeit aufgrund der Granulozytopenie oder einer von der
Thrombozytopenie ausgeldsten vermehrten Blutungsneigung. Bei Uber der Halfte der AML-
Patienten fuhrt die unkontrollierte Proliferation des myeloischen Klons zu einer pathologisch
erhdhten Leukozytenzahl (Leukozytose), die ab einem Wert von 100.000 Leukozyten pro pl
mit der Gefahr der Leukostase, einem hamatologischen Notfall, assoziiert ist. Dabei kommt es
durch die erhéhte Leukozytenzahl zu einer gesteigerten Blutviskositéat, was zu Mikrozirkulati-
onsstérungen und daraus resultierenden Organschadigungen fuhrt. Vor der Verfligbarkeit
wirksamer Arzneimittel fuhrte der nattrliche Verlauf der AML innerhalb von sechs bis

maximal 12 Monaten bei fast allen Patienten zum Tode.%6365
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1.4.2 Epidemiologie und Atiologie

Die AML ist mit einer Jahresinzidenz von 3,7 pro 100.000 Einwohnern (2015, BRD) die
haufigste vom Knochenmark ausgehende maligne Tumorerkrankung im Erwachsenenalter.®*
Mit einem medianen Erkrankungsalter von 63 Jahren ist die AML eine Erkrankung des
hoheren Lebensalters. Das Geschlechterverhéltnis zeigt eine leichte Bevorzugung des
mannlichen Geschlechts. Die 5-Jahres-Uberlebensrate nimmt mit steigendem Alter ab und
betragt durchschnittlich etwa 30 Prozent.2%® Beziiglich der Atiologie der AML ist bekannt,
dass die Kumulation von mehreren genetischen Aberrationen in einer hadmatopoetischen
Vorléuferzelle zur UberschieBenden Proliferation dieser Zelle fiihren kann. Die genauen
Ursachen dieser genetischen Verénderungen sind jedoch bis heute nicht eindeutig geklart. Als
Risikofaktoren gelten unter anderem die Exposition gegenuber ionisierender Strahlung, Tabak
und Benzolen.? In den letzten Jahren riickte jedoch immer mehr die Rolle des Mikroenviron-

ments im Knochenmark in der Leukamogenese in den Vordergrund. 6067

1.4.3 Diagnosekriterien und Prognosefaktoren

Die Diagnose einer AML wird Ublicherweise anhand der mikroskopischen Untersuchung
eines Knochenmarksaspirats gestellt, wobei ein Anteil von > 20 % leuk&mischer Blasten im
Knochenmark oder dem peripheren Blut definierend fir die Diagnose ist.®® Prognostische
Relevanz hat neben der Untersuchung des Karyotyps vor allem das molekulargenetische
Profil, anhand dessen die AML in 9 bis 11 unterschiedliche Subtypen eingeteilt werden
kann.®>6970 GemaR der aktuellen Klassifikation der WHO von 2016 kann die AML in die in
Tabelle 1 aufgefiihrten Subgruppen eingeteilt werden.

Tab. 1: WHO-Klassifikation der AML von 2016 (vereinfacht, nach™)

WHO-KIassifikation der AML

AML mit rekurrenten genetischen Anomalien

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien
Andere Formen der AML (FAB-Klassifikation)

Myeloisches Sarkom

Myeloische Down-Syndrom assoziierte Proliferation
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1.4.4 Konventionelle Therapie

Die kurative Therapie der AML besteht in einer Induktionschemotherapie gefolgt von einer
Konsolidierungstherapie. Erstere sollte schnellstmoglich nach Diagnosestellung begonnen
werden und verfolgt das Ziel einer Komplettremission.’>® StandardméaRig wird dabei die
dreitdgige Gabe eines Anthrazyklins mit der siebentdgigen Gabe von Cytarabin kombiniert.
Die anschlie3ende Konsolidierungstherapie soll die Entstehung von Rezidiven verhindern und
besteht je nach AML-Risikoprofil sowie dem Allgemeinzustand des Patienten entweder in
einer allogenen Stammzelltransplantation oder einer hochdosierten Chemotherapie mit
Cytarabin.”

1.4.5 Die Leukdmie-Stammzellhypothese

Wie viele andere Krebsentitdten wurde die AML lange Zeit als rein zellautonome
Funktionsstérung charakterisiert, d.h. dass ein bestimmtes genetisches oder epigenetisches
Ereignis zur Entartung einer physiologischen hdmatopoetischen Stamm- oder Vorlauferzelle
fihrt, welche sich dann unkontrolliert im Knochenmark ausbreitet und die gesunden
Blutzellen verdrangt. Mitte der 1990er Jahre konnte die Arbeitsgruppe von Dr. John Dick aus
Kanada belegen, dass akute myeloische Leuk&mien hierarchisch aufgebaut sind. Danach steht
an der Spitze der Erkrankung eine Leukdmiestammzelle (LSZ) oder Leuk&mie-initiierende-
Zelle.”"™ Diese gleicht in vielerlei Hinsicht den normalen HSZ und besitzt ebenso wie diese
die Fahigkeit zur selbsterneuernden Zellteilung.”® Daten von Lapidot et al. zeigen, dass nur
eine von 250 000 AML-Zellen Stammzellpotential besitzt und somit zur Initiierung oder
Unterhaltung einer AML in der Lage ist. "* Die Fahigkeit von LSZ, in einer ruhenden
Zellzyklusphase zu verharren, verhilft den LSZ, der Eradikation durch Zytostatika zu
entkommen und stellt daher eine potentielle Quelle von Therapieresistenzen und Rezidiven in
der AML dar.”"

1.4.6 Die Stammzellnische in der Leukdamogenese

Eine Vielzahl von Studien der letzten Jahre beschaftigte sich mit der Frage, inwieweit das
Zusammenspiel von hdmatopoetischen Zellen und dem Mikroenvironment im Knochenmark
fir die Entstehung und Progression hdmatologischer Erkrankungen mitverantwortlich ist.
Zum einen kann eine dysfunktionale Stammzellnische urséchlich fir die Entstehung der
Leukamie sein. Demnach schwécht das aberrante Mikromilieu die physiologischen HSZ und
fordert die Transformation der physiologischen HSZ in LSZ. Die Veranderungen in der

Nische verschaffen dabei den Leukimiezellen einen Uberlebensvorteil gegeniiber ihren
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gesunden Gegenspielern. Hinweise hierfur lieferten Studien, in denen die genetische
Manipulation von Knochenmarksstromazellen wie den MSZ die Entstehung von
Knochenmarkserkrankungen begiinstigte.®*®? Raaijmakers et al. konnten in diesem
Zusammenhang zeigen, dass die spezifische Inhibierung von Dicerl, einer Endonuklease in
mesenchymalen Vorlauferzellen zur Entstehung von Myelodysplasien und akuten Leuk&mien
fiihrte.>® Weitere Evidenz fiir die Rolle der Stammzellnische in der Leukdmogenese liefern
einige Falle, in denen nach der Transplantation zuvor gesunder HSZ in das Knochenmark von
AML-Patienten die Entstehung einer AML beobachtet wurde.® Veranderungen, die zu einem
aberranten Mikroenvironment im Knochenmark fiihren, kdnnen aber auch sekundér entstehen,
d.h. von den Leuk&miezellen hervorgerufen werden. So konnten sich die Leuk&miezellen
durch gezielte Beeinflussung der Nische einen Uberlebensvorteil gegeniiber physiologischen
HSZ verschaffen. In Einklang mit dieser Hypothese steht beispielsweise der Nachweis von
strukturellen Veranderungen im Knochenmark von Leukamiepatienten.* Ferner weisen die
Stromazellen in leuk&misch infiltriertem Knochenmark eine deutlich reduzierte Expression
von wichtigen Faktoren fiir die Erhaltung gesunder HSZ auf.2? So wurde beispielsweise ein
relativer Mangel an CXCL12 in leuk&mischen MSZ gefunden, was die geschwéchte
Erhaltung gesunder HSZ im Knochenmark von AML-Patienten erklaren konnte.8 Effekte der
Interaktion von Leuk&mie- und Stromazellen konnten auch in Ko-Kulturen von AML- und
Endothelzellen beobachtet werden. Dabei regten sich AML- und Endothelzellen gegenseitig
zur Sekretion bestimmter Zytokine an, wodurch die Proliferation der AML-Zellen gesteigert
werden konnte.3* Weitere Belege fiir die Theorie, dass sich die Leukamiezellen ihre eigene
maligne Nische kreieren, liefern Studien, in denen humane Leukdmiezellen in das
Knochenmark von Mdusen transplantiert wurden, wo sich anschlieend die Konzentration des
fiir die Erhaltung von HSZ wichtigen Zytokins SCF erhéhte. Davon stimuliert, siedelten sich
die physiologischen HSZ vermehrt in der dysfunktionalen leukamischen Nische an, und die
Hématopoese wurde signifikant beeintrachtigt, da es den HSZ an der Unterstitzung durch das
physiologische Mikroenvironment mangelte.”®8> Zusammenfassend lsst sich feststellen, dass
Veranderungen im Mikroenvironment im Knochenmark, sowohl primér als auch sekundér,
eine essentielle Rolle in der Pathogenese maligner Knochenmarkserkrankungen wie der AML
spielen konnten. Wichtig scheinen dabei, &hnlich wie in der physiologischen Hamatopoese,
vor allem 16sliche Faktoren zu sein, welche von den Zellen im Knochenmarksstroma, und

dabei allen voran von den MSZ, sezerniert werden. In diesem Zusammenhang untersucht die
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vorliegende Arbeit die Auswirkungen von Stanniocalcin 1, einem von den MSZ sezernierten
Protein auf AML-Zellen.

1.5 Die Rolle von Stanniocalcin 1 (STC-1) in der Pathogenese der AML

Grundlage fur die Forschungsarbeit in der vorliegenden Dissertation war eine vergleichende
Analyse des Genexpressionsprofils in den MSZ von AML-Patienten und knochenmarksge-
sunden Spendern. Dabei war die Expression von Stanniocalcin 1 (STC-1) in den
leuk&mischen MSZ signifikant erhoht, ein Hinweis auf eine mogliche Bedeutung dieses Gens
in der Pathogenese der AML. STC-1 wurde urspriinglich in Knochenfischen entdeckt, wo es
als klassisches Hormon wirkt und bei Hyperkalzdmie aus endokrinen Nierendriisen, den
sogenannten Stannius-Korpuskeln sezerniert wird und zu einer reduzierten Kalziumaufnahme
iiber die Kiemen und den Darm fiihrt.26% Auch im Zusammenhang mit Saugetieren wurde
STC-1 bereits mehrfach erwahnt;®! seine Rolle in der Regulation des Serumkalziumspiegels
ist jedoch nicht eindeutig geklart. Bekannt ist, dass STC-1 in einer Vielzahl von Geweben
exprimiert und in verschiedenste Pathologien wie Netzhautdegeneration, zerebrale Ischédmie,
Inflammation, Angiogenese und Apoptose involviert ist.°2% In einer Reihe an Studien konnte
belegt werden, dass zelluldre Stressbedingungen wie Sauerstoffmangel einen Stimulus fir
eine gesteigerte STC-1 Sekretion darstellen, wodurch das ZellUberleben STC-1-abhangig
gesteigert werden kann.%>%® Auch in der Pathogenese von Tumorerkrankungen scheint STC-1
eine Rolle zu spielen. Daten von Chang et al. belegen, dass die Inhibierung von STC-1 in
murinen und humanen Mammakarzinomzellen zu einer signifikanten Reduktion von
PrimartumorgréRe und Metastasierungsrate fiihrt.%” In einer klinischen Studie konnte zudem
gezeigt werden, dass der Serumspiegel von STC-1 bei Patienten mit einem Bronchialkarzi-
nom erhoht ist im Vergleich zu gesunden Kontrollen.?® In vitro wurde die Rolle von STC-1
bereits durch Ko-Kulturen von Knochenmarks-MSZ und zuvor mit H2O. behandelten
Bronchialkarzinomzellen demonstriert. Dabei stimulierten die apoptotischen Tumorzellen die
MSZ zur Sekretion von STC-1, was wiederum zu einer gesteigerten Expression des
Uncoupling Protein 2 (UCP-2) flhrt, einem Protein welches zur Entkopplung der
mitochondrialen Atmungskette in den Tumorzellen fuhrt. Dadurch wird die Effizienz der
mitochondrialen Elektronen-Produktion und somit die Fahigkeit der Tumorzellen zur
Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies verbessert. Dies verhilft den Tumorzellen in einer
karzinogenen Umgebung mit Produktion von freien Sauerstoffradikalen zu proliferieren. Uber

diesen Mechanismus konnte die Rate an apoptotischen Tumorzellen gesenkt werden, ein
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Effekt der durch die Gabe eines STC-1 Antikorpers inhibiert werden konnte.® Im
Zusammenhang mit hamatologischen Erkrankungen konnte die Gruppe um Samudio zeigen,
dass die Ko-Kultur mit MSZ den fir Tumore charakteristischen Warburg-Effekt exzessiver
aerober Glykolyse, ebenfalls via Hochregulation von UCP-2, in den leukdmischen Zellen
verstarkt. Dabei nimmt die Gruppe jedoch keinerlei Bezug auf die Rolle des von den MSZ
sezernierten Proteins STC-1. Es gibt jedoch klinische Daten, die zeigen, dass ein erhdhtes
STC-1-Level im peripheren Blut von AML-Patienten mit einer schlechten Prognose und einer
erhdhten Rezidivrate assoziiert ist 1%t und damit auf eine potentielle Rolle von STC-1 in
der Leukdmogenese hinweisen. Da es bisher jedoch an Studien fehlt, welche die
Auswirkungen von STC-1 auf primare AML-Zellen analysieren, soll die vorliegende Arbeit

eine wichtige Erganzung zum bisherigen Stand der Forschung auf diesem Gebiet liefern.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Dissertation wurde zur Thematik des Stellenwerts der Stammzellnische im
Knochenmark in der Pathogenese der AML, mit dem Schwerpunkt der Rolle des von MSZ
sezernierten Proteins STC-1 angefertigt. Dabei wurden folgende Fragestellungen behandelt:

Entsprechen die aus Knochenmarksproben isolierten MSZ den ISCT-Kriterien?

e Ist STC-1 im Knochenmark bzw. in den aus Knochenmarksproben isolierten MSZ
exprimiert?

e Inwieweit unterscheidet sich die Expression von STC-1 im Knochenmark bzw. den
MSZ von AML-Patienten und gesunden Spendern?

e Welche Auswirkungen hat STC-1 auf das Wachstum von AML-Zellen in vitro?

Ausgehend von einer Genchipanalyse, die eine signifikante Uberexpression von STC-1 in den
MSZ von AML-Patienten ergab, hatte die vorliegende Arbeit zum Ziel, die Uberexpression
von STC-1 in den MSZ von AML-Patienten zu verifizieren und ausgehend davon zu
untersuchen, inwieweit STC-1 das Wachstum von AML-Zellen beeinflusst. Bestétigt sich die
Hypothese, dass das von den MSZ sezernierte STC-1 das Uberleben und die Proliferation von
AML-Zellen fordert, kdnnte die spezifische Blockade dieses Proteins einen innovativen
Therapieansatz in der nicht-zellautonomen Behandlung der AML darstellen.

Fur die Experimente dieser Arbeit wurden zunachst MSZ aus dem Knochenmark von AML-
Patienten und hamatologisch gesunden Spendern isoliert und hinsichtlich ihres Immunphano-
typs sowie ihres Differenzierungspotentials in die mesenchymalen Stromazelllinien
untersucht. Die STC-1 Expression wurde mittels quantitativer real-time PCR analysiert und
durch spezifische Antikdrperfarbung von Knochenmarksschnitten und MSZ-Proben
nachgewiesen. Im néchsten Schritt wurde Uberprift, ob STC-1 auch von den MSZ gebildet
und aktiv in das Medium sezerniert wird. Im letzten Teil der Arbeit erfolgten in vitro Kulturen
von AML-Zellen sowie Ko-Kulturen von AML-Zellen und MSZ, wobei jeweils der Einfluss
von STC-1 auf das Uberleben und die Proliferation der AML-Zellen im Durchflusszytometer

analysiert wurde.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Bezugsquelle

[B-Mercaptoethanol
6-Amino-Hexanséaure

Acrylamid/Bisacrylamid Ldsung 30 % (37,5:1)

Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat
Bicinchoninsdure
Bright-DAB
Bromphenolblau
CFSE

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
tablets (Proteinlysepuffer)

CytoMix - MSC human 100 pg

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Dnase 1

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbeccos Phophate Buffered Saline (D-PBS)

Ethanol
Ethylendiamin Tetraessigsaure (EDTA)
Foetal Bovine Serum (FBS)

Formaldehyd

Gentamycin

Glycerol

Glycin

Hydrocortison

Isopropanol

Isopropanol 70 % (V/V)
Kalium-Hydrogencarbonat

Invitrogen GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
Merck-Millipore, Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Medac GmbH, Wedel

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Molecular Probes, Eugene, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch-
Gladbach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Invitrogen GmbH, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Life Technologies GbmH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Pfizer Pharma GmbH, Berlin

VWR International GmbH, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Merck-Millipore, Merck KGaA, Darmstadt
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Kupfer(Il)-Sulfat
L-Glutamin
Magermilchpulver

Methanol

Oil Red O Solution (0,5 % in Propylen)
Penicillin-Streptomycin-L3sung
Horseserum

Ponceau S
Propidiumiodid

Proteinmarker Page ruler plus prestained
protein ladder 10-250 kDa

Proteinpulver Albumin V Fraktion
Restore Western Blot Stripping Buffer
RNAase A (Dnase-frei)

RNAase A (Dnase-frei)

Safranin O 0,5 % wassrig

SDS-Pellets

TEMED

Trichloressigsaure
Tris-Hydrochlorid

Trypanblau

Trypsin-EDTA

TWEEN 20

Von Kossa Farbung flr Osteoblasten

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Sigma-Aldrich Logistik GmbH,
Schnelldorf

Merck-Millipore, Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Logistik GmbH,
Schnelldorf

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
AppliChem, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Morphisto — Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH, Frankfurth am Main

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Polysciences Europe GmbH, Eppelheim
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Deckgléser fir Z&hlkammer (20x26 mm)
Einfrierréhrchen (1,8 ml)

Gel-Blotting-Papier

Kantlen (20 G)

Mikro Schraubréhrchen (1,5 ml)
Nitrocellulose Membran

Pipettenspitzen (0,5-20 pl, 2-200 pl, 50-1000

W)
Raéhrchen aus Polypropylen (5, 15, 50 ml)

Réhrchen aus Polystyrol (5 ml)
Spritze (3, 50 ml)
Stabpipetten (10 ml, 50 ml)

Stabpipetten (2 ml, 25 ml)
Stabpipetten (5 ml)

Sterilfilter (0,20 pm)

verjingte Pipettenspitzen (2-200 pl)

Zellkulturflaschen (75 cm?)
Zellkulturplatten (24-, 96-well)
Zellkulturschalen (100 mm)
Zellsieb (70 pm)

Menzel GmbH & Co, Braunschweig
Thermo Fisher Scientific, Jiangsu, China

Whatman GmbH, Dassel

Becton, Dickinson and Company Limited,
Co. Louth, Irland

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Whatman GmbH, Dassel
Eppendorf AG, Hamburg

Corning Science Mexico S.A. de C.V.,
Tamaulipas, Mexico C.P.

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA
BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Greiner Bio-One__InternationaI GmbH,
Kremsmdinster, Osterreich

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Sartorius AG, Goettingen, Deutschland

Sorenson BioScience Inc., West Salt Lake
City, Utah, USA

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
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3.3 Gerite und Software

Bezeichnung

Bezugsquelle

Blockthermostat BT 1303
Blotting-Kammer Fast Blot
Brutschrank BBD 6220

CCD-Kamera Image Quant LAS 4000
Einfrierbox Cryo 1°C Freezing Container
Elektrophoresekammer

FACS Aria llu

FACSCalibur

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioskop 2
Inkubator

Kolbenhubpipetten (10 - 1000pl)
Kuhlzentrifuge Megafuge 3.0 R
Lichtmikroskop

Mikrozentifuge Biofuge fresco
Rollenmischer RM 5

Ruhrgerat MR 3001 K

Schittelgerat MS2 Minishaker
Schittelgerat MS3 digital

Software FlowJo®

Software GraphPad Prism Version 7.01
Software Magellan™ 5

Software Microsoft® Excel, Word

Sterilbank

Tecan microplate absorbance reader
Thermo Cycler MyCyclerTM®
Tischzentrifuge capsulefuge

Waage BL 310

Zahlkammer Neubauer (0,100 mm Tiefe,
0,0025 cm?)

Zentrifuge Megafuge 1.0

HLC, Ditabis AG, Pforzheim
Biometra GmbH, Gottingen
Heraeus instruments, Hanau

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
NALGENE, USA

Whatman Biometra, Goéttingen

Becton & Dickinson, St. Jose, CA, USA
Becton&Dickson, ST. José, CA, USA
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen
Heraeus instruments GmbH, Hanau
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Sepatech, Hanau

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Heraeus instruments GmbH, Hanau

CAT Ingenieurbiro M. Zipperer GmbH,
Staufen

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
FlowJo, LLC

GraphPad Software, Inc., San Diego,USA
Tecan Group Ltd., Mé&nnedorf, Schweiz

Microsoft Deutschland GmbH,
UnterschleiRheim

Heraeus instruments GmbH, Hanau
Tecan Group Ltd., Mé&nnedorf, Schweiz
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Tomy Kogyo Co., LTD, Tokio, Japan
Sartorius AG, Gottingen

Brand GmbH + CO KG, Wertheim

Heraeus instruments GmbH, Hanau
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3.4 Antikorper und Zytokine

Antikorper

Bezugsquelle

CD45, Annexin V, Isotyp (-FITC), Maus 19G, k
CD105, CD29, Isotyp (-AF 488), Maus IgG1, k
CD34, CD45, CD73, Isotyp (-APC), Maus 1gG1, k
CD44, CD90, Isotyp (-PE), Maus 1gG1, k

CD45, Isotyp (-PerCP), Maus 1gG1, k
STC-1, monoklonal Maus 1gG1, k

Maus 1gG, HRP-konjugiert, polyklonal Ziege

R-Aktin, HRP-konjugiert, monoklonal Maus IgG

STC-1, polyklonal Kaninchen 1gG

Isotyp STC-1, polyklonal Kaninchen IgG

BioLegend Inc., San Diego, CA, USA
BioLegend Inc., San Diego, CA, USA
BioLegend Inc., San Diego, CA, USA
BioLegend Inc., San Diego, CA, USA
BioLegend Inc., San Diego, CA, USA
R&D systems GmbH, Wiesbaden

R& D systems GmbH, Wiesbaden

GenScript®, Piscataway, NJ, USA

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, USA

Abcam plc., Cambridge,
GroRbritannien

Zytokine

Bezugsquelle

Recombinant human FLT-3L
Recombinant human G-CSF
Recombinant human IL-3
Recombinant human SCF
Recombinant human Stanniocalcin 1
Recombinant human TPO

Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
BioVendor GmbH, Kassel

Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
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3.5 Reaktionssysteme (Kit-Systeme)

Bezeichnung

Bezugsquelle

Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagents

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |

Human Stanniocalcin 1 DuoSet ELISA
iScript cDNA Synthesis Kit

PCR Prime

Rneasy Mini Kit

StemPro Adipogenesis Differentiation Kit
StemPro Chondrogenesis Differentiation Kit
StemPro Osteogenesis Differentiation Kit

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

BD Biosciences, San Jose, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
QIAGEN GmbH, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.6 Oligonukleotidprimer

Primer Bezugsquelle

GAPDH forward TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin

5’- TCAACQgATTTggTCgTATTggg-3’
GAPDH reverse

5’- TQATTTTggAgggATCTCgC-3’
STC-1 forward

5’- CAgCTgCCCAATCACTTC-3’
STC-1 reverse

5’- TCTCCATCAggCTgTCTCTgA-3’
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3.7 Patientencharakteristika

Die in dieser Arbeit verwendeten MSZ wurden aus dem Knochenmark von AML-Patienten
isoliert. Als gesunde Kontrollen dienten MSZ aus dem Knochenmark von h&matologisch
gesunden Spendern. Ein Teil der MSZ wurde aus dem Bestand der Arbeitsgruppe
entnommen, die restlichen MSZ wurden wéhrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit
kultiviert. Die fir die in vitro Kulturen verwenden AML-Zellen entstammen drei
unterschiedlichen Spendern aus dem Bestand der Arbeitsgruppe. Die Charakteristika der
AML-Spender sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tab. 2: Charakteristika der AML-Spender
Geschlecht | Alter (Geburtsjahr) | AML-Subtyp

AML 1 (UKR-121) Mannlich |81 (1936) AML mit
t(8;21)(922;922.1);
RUNX1-RUNXI1T1

AML 2 (UKR-128) Mannlich 80 (1937) Akute
myelomonozytische
Leuk&mie

AML 3 (MG-120559) Weiblich 58 (1959) AML mit mit
Myelodysplasie-

assoziierten
Veranderungen
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4 Methoden

4.1 Mikroarray-Analyse des Genexpressionsprofils von MSZ aus dem
Knochenmark von AML-Patienten und himatologisch gesunden

Spendern

Zur ldentifizierung von Genen, die moglicherweise eine Rolle in der Pathogenese der AML
spielen, hatte die AG Stammzellen im Vorfeld dieser Arbeit vom Kompetenzzentrum fir
Fluoreszente Bioanalytik (KFB) einen GeneChip® zum Vergleich des Genexpressionsprofils
gesunder und leukdamischer MSZ anfertigen lassen. Dabei wurden in DMEM Kkultivierte MSZ
aus dem Knochenmark von AML-Patienten bzw. zum Vergleich aus dem Knochenmark von
hamatologisch gesunden Spendern hinsichtlich ihres Transkriptoms analysiert und mogliche
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ermittelt. Dabei wurden insgesamt 48 144 Gene
analysiert, wovon 141 eine signifikante Uber- bzw. Unterexpression in den MSZ der
Leukdmiepatienten zeigten. Das am starksten hochregulierte Gen in den MSZ der AML-
Patienten codiert das Protein STC-1 und war in den MSZ der AML-Patienten 3,3-mal so stark
exprimiert wie in den MSZ der Patienten mit gesundem Knochenmark. Ausgehend von
diesem Befund hatten die Versuche der vorliegenden Arbeit zum Ziel, die Uberexpression
von STC-1 in den MSZ von AML-Patienten zu verifizieren und ausgehend davon zu klaren,
inwieweit sich diese Uberexpression auf das Wachstum der AML-Zellen auswirkt. Hierfr
wurden in einem ersten Schritt MSZ aus Knochenmarksproben gesunder und leuk&dmischer

Spender in einem Adhasionskulturmodell isoliert und anschlieRend untersucht.

4.2 Isolierung und Kultivierung von MSZ

4.2.1 Anlegen von MSZ-Primarkulturen

Um die Uberexpression von STC-1 in den MSZ von AML-Patienten bestitigen und
potentielle Effekte von STC-1 im Zusammenhang mit der Pathogenese der AML untersuchen
zu konnen, wurden zundchst MSZ durch routineméRig in der Klinik durchgefihrte
Knochenmarkspunktionen gewonnen und in einem Adhasionskulturmodell isoliert. Die Probe
wurde mit Heparin versetzt, um die Blutgerinnung zu inaktivieren, und innerhalb von zwei
Stunden unter einer sterilen Arbeitsbank (Heraeus instruments) verarbeitet. Dabei wurde das
Probenmaterial im Verhaltnis 1:3 in Kulturmedium verdunnt und in 100 mm Zellkulturscha-

len (Corning Incorporated) ausplattiert. Ein Teil der Probe wurde dabei mit Dulbecco’s
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Modified Eagle Medium [(DMEM,; Life Technologies GmbH), versetzt mit 10 % FBS (PAA
Laboratories GmbH) und 10 % Gentamycin (Life Technologies GmbH)] kultiviert. Die
restliche Menge der Probe wurde mit NH-Medium behandelt. Fur das NH-Medium wurde ein
standardmalig verwendetes Nahrmedium mit dem CytoMix - MSC human (Miltenyi Biotec
GmBH) versetzt. Darin sind spezielle Zytokine (genaue Zusammensetzung unbekannt) zur
Forderung des Wachstums von MSZ enthalten. Das Kulturmedium wurde vor der
Verwendung stets auf 37 °C temperiert. Die Kultur erfolgte in einem Inkubator (Heraeus
instruments) bei einer Temperatur von 37 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % und
einem CO,-Gehalt von 5 %. Alle drei bis vier Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Dabei
wurde das verbrauchte Medium entfernt und durch 10 ml frisches Kulturmedium ersetzt. Bei
Erreichen einer Konfluenz von maximal 90 Prozent wurde das Wachstum der MSZ am
Lichtmikroskop visualisiert und fotographisch dokumentiert. Da die am Boden des
Zellkulturgefales adharenten MSZ bei Erreichen einer zu hohen Zelldichte nicht mehr
weiterwachsen konnen bzw. ihre Proliferationsrate stark abnimmt, erfolgte bei einer
Konfluenz von maximal 90 Prozent das sogenannte Passagieren der MSZ, d.h. die Zellen
wurden enzymatisch von der Platte und aus dem Monolayer herausgeldst, in Suspension
gebracht und nach entsprechender Verdiinnung in groRere KulturgefaRe [75 cm?
Zellkulturflaschen (Sarstedt AG & Co)] gebracht. Zu diesem Zeitpunkt wurde das Wachstum
der MSZ am Lichtmikroskop visualisiert und fotographisch dokumentiert. Flr die Expansion
der Zellen auf die 75 cm? Zellkulturflaschen wurde das verbrauchte Kulturmedium aus den
100 mm? Zellkulturplatten entfernt und die Zellen wurden mit 10 ml sterilem calcium- und
magnesiumfreiem PBS-Puffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gespult, um Rickstande des
Kulturmediums zu entfernen. Um die adharenten Zellen vom Schalenboden zu l6sen, wurden
die Zellen mit 2,5 ml einer Trypsin-EDTA-L6sung [0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) in PBS] lberschichtet und fur finf Minuten bei 37 °C inkubiert. Das
Abldsen der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert und durch leichtes Klopfen gegen die
Zellkulturschalen wurden die noch adhadrenten Zellen gelést. Zu den geldsten Zellen wurde
7,5 ml Kulturmedium gegeben, um die Enzymreaktion des Trypsins zu stoppen. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend in ein 50 ml Falcon (Corning Science) tUberfihrt und bei
Raumtemperatur fur sieben Minuten bei 1300 rpm (engl.: rounds per minute = Umdrehungen
pro Minute) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet erneut in
Kulturmedium resuspendiert. Die gelosten Zellen wurden anschlieend zu je 10 ml in die 75

cm? Zellkulturflaschen gegeben und weiter kultiviert, wobei wiederum alle drei Tage ein
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Mediumwechsel erfolgte. Sobald die Zellkulturflaschen ebenfalls zu etwa 90 Prozent
bewachsen waren, erfolgte die Ernte der MSZ-Kulturen. Das Ablésen der adhérenten Zellen
vom Flaschenboden erfolgte analog zu den Arbeitsschritten bei der Expansion der Zellen.
Nach der Ernte wurden die Zellen in 10 ml PBS/ 2 % FBS gelost und unter Verwendung eines
Neubauer-Z&hlkammersystems (Brand GmbH + Co KG) gezahlt.

4.2.2 Zellzahlbestimmung

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden 80 pl der Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit einer
Trypanblau-L6ésung (Sigma-Aldrich GmbH) versetzt. Die Farbung mit Trypanblau ermdglicht
eine Bestimmung der Zellvitalitat, da lediglich avitale, d.h. bereits abgestorbene Zellen die
Substanz aufnehmen und dadurch dunkelblau angeféarbt werden. Diese konnten dadurch von
der Zellzéhlung ausgeschlossen werden. Das Zahlgitter der Neubauer-Zahlkammer besteht
aus zweimal 3 x 3 GroBRquadraten mit einer Flache von jeweils 1 mm?. Fiir die Zahlung wurde
das zentrale GrofRRquadrat verwendet. Dieses setzt sich aus 5 x 5 kleinen Quadraten a 0,04
mm? Flache zusammen. Die Zellzahl ergibt sich aus dem Mittelwert der beiden gezéhlten
Zellzahlen in den zentralen Quadraten, multipliziert mit dem Verdiunnungsfaktor und dem
Zahlkammerfaktor. Der Z&hlkammerfaktor errechnet sich aus dem Kehrwert des Produkts aus
Quadratflache und Kammerhohe.

Zellzahl Zellzahl oberes Zentralquadrat + Zellzahl unteres Zentralquadrat
mm3 2 X Verduennungsfaktor x Zaehlkammer faktor

4.2.3 Kryokonservierung

Um die Vitalitat der Zellen mdglichst lange aufrechtzuerhalten und sie bei Bedarf erneut
verwenden zu konnen, wurden die Zellen kryokonserviert, d.h. in flissigem Stickstoff
aufbewahrt. Hierflr wurde die Zellsuspension zundchst sieben Minuten bei 4 °C und 1300
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in Einfriermedi-
um bestehend aus 90 % hitzeinaktiviertem FBS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) aufgenommen. Etwa 1,3 x 10° Zellen wurden in 1 ml Einfriermedi-
um geldst und in kaltestabile Einfrierréhrchen (Thermo Fisher Scientific) gegeben. Zur
langsamen Temperaturreduktion wurden die Zellen fiir eine Nacht bei einer Temperatur von -
80 °C in einer mit Isopropanol befullten Einfrierbox (Nalgene) gelagert, bevor am néchsten

Tag die endgultige Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff bei - 196 °C folgte.
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4.2.4 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Um die Zellen fiir Experimente zu verwenden und wieder in Kultur zu nehmen wurden die
konservierten MSZ zundchst in einem Wasserbad bei 37 °C angetaut, bis noch ein kleines
Eiskristall blieb. Zu diesem wurde 1 ml Auftaumedium (DMEM, mit 30 % FBS und 100
U/ml Heparin) pro 1,3 x 10° Zellen gegeben. Um Uberreste des zytotoxischen DMSO aus
dem Einfriermedium zu entfernen, wurde die Zellsuspension fiir zehn Minuten bei 1400 rpm
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden mit 5 ml PBS-
Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und je nach Verwendung in Kulturmedium oder PBS-
Puffer resuspendiert.

4.3 Charakterisierung der isolierten MSZ

Um sicherzustellen, dass es sich bei den kultivierten Zellen um MSZ handelt, wurden die
MSZ hinsichtlich der Auspragung der fiir MSZ typischen Oberflachenantigene sowie
anschlieBend hinsichtlich ihres Differenzierungspotentials in die mesenchymalen

Stromazelllinien untersucht.

4.3.1 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) - Analyse des Immunphéanotyps der
MSZ

Um zu verifizieren, dass die MSZ die von der ISCT geforderten Oberflaichenmarker
exprimieren, wurden durchflusszytometrische Messungen mit einem Fluorescence Activated
Cell Sorter (FACS) durchgefihrt. Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, bei der die
Zellen hinsichtlich der Granularitat, der relativen GroRe und der Fluoreszenzintensitat
untersucht werden kénnen. Dazu wird eine Suspension mit den zu untersuchenden Zellen in
einem laminaren Flussigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert, und passiert so den Strahl
eines Lasers. Das Licht des Laserstrahls wird durch die Zellpartikel gestreut. Hierbei wird
eine Vorwartsstreuung (engl.: forward scatter, FSC) von einer Seitwértsstreuung (engl.: side
scatter, SSC) unterschieden. Die Vorwartsstreuung ist die Streuung in Richtung des
Laserstrahls und ist proportional zur ZellgroRe. Die Seitwartsstreuung kommt durch Licht
zustande, welches im 90 °C Winkel zum eintreffenden Laserstrahl gebrochen wird. Die
Seitwartsstrahlung ist abhangig von der Granularitdt der Zellen. Durch die Kopplung
fluoreszierender Farbstoffe an Antikorper, die spezifisch gegen Zellepitope auf der
Oberflache der zu analysierenden Zellen gerichtet sind, kann die Ausprdgung von

Oberflachenantigenen untersucht werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe absorbieren das Licht
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einer bestimmten, fur den jeweiligen Farbstoff charakteristischen Wellenlange. Dadurch wird
ein Elektron des Farbmolekils auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Das Elektron geht
jedoch sofort wieder in den Grundzustand tber und emittiert dabei die Uberschiissige Energie
in Form eines Lichtquants (Photon). Das gestreute und fluoreszierende Licht wird schliellich
an spezielle Detektoren geleitet. Diese erzeugen elektronische Signale, die proportional zu
den eintreffenden optischen Signalen sind. Im verwendeten Gerat FACSCalibur (BD
Biosciences, USA) stehen ein Argonlaser und ein Heliumneonlaser zur Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfiigung. Verwendete Fluorchrommolekiile sind hierbei
standardmalig FITC (Fluoreszeinisothiozyanat), PE (Phycoerythrin), PerCP (Peridin
Chlorophyll) und APC (Allophycocyanin). Die gemessenen Daten konnen anschlieBend mit
Hilfe des Cellquest Programms (BD Biosciences, USA) durch Darstellung in Punktdiagram-
men (dotplots) und Histogrammen analysiert werden. Die Auswertungen wurden jeweils mit
der FlowJo® Software durchgefihrt. In der vorliegenden Arbeit wurden die MSZ hinsichtlich
der Expression von CD29, CD105, CD44 und CD73 sowie hinsichtlich der Expression der flr
hédmatopoetische Zellen charakteristischen Oberflachenantigene CD34 und CD45 untersucht.
Dafiir wurden spezielle fluoreszenzgekoppelte Antikorper verwendet, wodurch die Expression
anhand der im FACS gemessenen Fluoreszenz ermittelt werden kann. Die Kopplung der
Antikdrper an die Fluoreszenzfarbstoffe ist in Tabelle 3 aufgefuhrt. Nach dem Auftauen der in
flissigem Stickstoff aufbewahrten Zellen wurden jeweils 1 x 10* MSZ in 2 ml PBS 2 % FBS
gelost, in 5 ml FACS-Ro6hrchen (BD Biosciences, USA) gegeben und fur sieben Minuten bei
1300 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieRend mit je 25 pl der 1:20 in PBS 2 %
FBS verdlnnten Antikorper geférbt und fur 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Als Negativ-
kontrolle wurde jeweils eine ungefarbte Probe und eine Isotypkontrolle mitgefihrt.
Isotypkontrollen zeigen das Ausmald unspezifischer Bindung an die untersuchten Zellen. Als
Isotypkontrollen verwendet man Antikorper gegen ein Antigen, von dem angenommen wird,
dass es in den untersuchten Zellen nicht auftritt. Nach der Farbung wurden die Zellen in 2 ml
PBS 2 % FBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Zugabe von 100 pl PBS 2 % FBS

erfolgte die Fluoreszenzmessung am FACSCalibur.
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Tab. 3: Konjugation der Antikérper an Fluoreszenzfarbstoffe

Antikorper [Fluoreszenzfarbstoff

CD29 Alexa Fluor 488 (AF 488)

CD105 Alexa Fluor 488 (AF 488)

CD44 Phycoerythrin (PE)

CD90 Phycoerythrin (PE)

CD45 Peridinin-Chlorophyll-protein (PerCP)
CD34 Allophycocyanin (APC)

CD73 Allophycocyanin (APC)

4.3.2 Funktionelle Charakterisierung der MSZ

Zur funktionellen Charakterisierung der MSZ erfolgte die Untersuchung des Differenzie-
rungspotentials durch die Induktion der Differenzierung in Fettzellen (Adipozyten),

Knochenzellen (Osteoblasten) und Knorpelzellen (Chondrozyten).

4.3.2.1 Differenzierung der MSZ in Adipozyten (Adipogenese)

Zur Untersuchung der MSZ hinsichtlich ihres adipogenen Differenzierungspotentials wurde
das Reaktionskit StemPro Adipogenesis Differentiation Kit (Invitrogen GmbH) verwendet.
Um die Adipogenese der MSZ zu induzieren, wurden in einer 12-well Platte (Thermo Fisher
Scientific) zweimal 3,8 x 10* MSZ in 1,5 ml Kulturmedium ausplattiert und bei 37 °C im
Brutschrank kultiviert. Nach vier Tagen wurde das MSZ-Medium entfernt und die
Differenzierung durch Zugabe des Adipogenese-Mediums gestartet. Zur Negativkontrolle
erfolgte zeitgleich die Kultivierung von MSZ in normalem Kulturmedium (NH-Medium bzw.
DMEM). Die Differenzierung erfolgte binnen 14 Tagen, wobei alle drei Tage ein
Mediumwechsel erfolgte. Fir den Nachweis der bei der Differenzierung gebildeten
Lipidvakuolen wurden die Zellen im Anschluss an die Differenzierung mit einer Qil Red O-
Losung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gefarbt. Oil Red O ist ein roter Azofarbstoff, der
spezifisch Triglyceride anfarbt. Fir die Farbung wurde zunachst das Adipogenese- bzw. das
Kulturmedium entfernt und die Zellen wurden mit sterilem PBS-Puffer gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen durch 30-minitige Inkubation in einer 4 %-
igen Formaldehyd-L6sung (Carl Roth GmbH + Co. KG). Danach wurden die Zellen zweimal
mit PBS-Puffer gewaschen, um die Ruckstande der Formaldehyd-Losung zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit je 750 pl Oil Red O-L6sung gefarbt und fiir eine Stunde

bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen etwaiger Farbertckstande wurde im Anschluss
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dreimal mit PBS-Puffer gespillt. Die Visualisierung und Dokumentation erfolgte am
Lichtmikroskop. Die erfolgreich differenzierten Adipozyten konnten dabei an den rot
angefarbten Lipidvakuolen im Zytoplasma erkannt werden.

4.3.2.2 Differenzierung der MSZ in Osteoblasten (Osteogenese)

Fur die Analyse des osteogenen Differenzierungspotentials der isolierten MSZ wurde das
Reaktionskit StemPro Osteogenesis Differentiation Kit (Invitrogen GmbH) verwendet. Zur
Induktion der Differenzierung wurden in einer 12-well Platte zweimal 1,9 x 10* Zellen in 1,5
ml MSZ-Medium ausplattiert und bei 37 °C inkubiert. Nach zwei Tagen wurde das MSZ-
Medium entfernt und durch Zugabe von Osteogenese Medium (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
wurde die Differenzierung der MSZ in Osteoblasten eingeleitet. Fir die Negativkontrolle
wurden zeitgleich MSZ des identischen Spenders mit dem gewdhnlichen MSZ-Medium (NH
bzw. DMEM-Medium) kultiviert. Ebenso wie bei der Adipogenese erfolgte alle drei Tage ein
Mediumwechsel. Nach 21 Tagen wurde das osteogene Differenzierungspotential mithilfe der
sogenannten von Kossa-Farbung nachgewiesen. Die von Kossa-Farbung ist eine indirekte
Farbemethode zum Nachweis von Kalzium in Karbonaten oder Phosphaten. Dabei werden die
Kalziumionen gegen Silberionen eingetauscht, welche anschlieend durch den Einfluss von
UV-Strahlung zu metallischem Silber reduziert werden. Dadurch erscheinen kalziumhaltige
Substanzen schwarz bzw. schwarzbraun und die Osteoblasten kénnen anhand der schwarz
angeféarbten Kalzium-lonen erkannt werden. Fir die Farbung wurde zunédchst das Medium
entfernt, anschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und durch
Inkubation fir 30 Minuten in 4 %-iger Formaldehyd-Losung fixiert. Ruckstdnde der
Formaldehyd-Losung wurden durch zweimaliges Spilen mit destilliertem Wasser entfernt
und im Anschluss wurden 750 pl pro well einer 3 %-igen Silbernitratlésung (Polysciences
Europe GmbH) zugegeben. Nach einer 30-mindtiger Einwirkzeit unter direkter Lichtexpositi-
on wurden die Riickstande der Silbernitrat-Losung durch dreimaliges Spulen mit destilliertem
Wasser entfernt und die Osteogenese konnte lichtmikroskopisch visualisiert und dokumentiert

werden.

4.3.2.3 Differenzierung der MSZ in Chondrozyten (Chondrogenese)

Die Untersuchung des chondrogenen Differenzierungspotentials der MSZ erfolgte unter
Verwendung des Reaktionskits StemPro Chondrogenesis Differentiation Kit (Invitrogen
GmbH). Fir die Chondrogenese wurden insgesamt je 4,8 x 10° Zellen verwendet. Die

Differenzierung in Chondrozyten wurde anhand der Bildung eines Zelltropfens aus
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Chondrozyten (Droplet) und zusatzlich anhand der Bildung eines Chondrozyten-Zellrasens
getestet. Fur die Zelltropfen wurden in einer 12-well Platte 2-3 Tropfen & 5 pl Zellsuspension
ausplattiert und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach zwei Stunden erfolgte die Induktion
der Differenzierung durch Zugabe von Chondrogenese-Medium. Zur Negativkontrolle wurde
ein well parallel mit Kulturmedium behandelt. Fir die Bildung des Zellrasens wurden je 1,6 X
10° Zellen in 1,5 ml Chondrogenese- bzw. Kulturmedium gel6st und in einer 12-well Platte
ausplattiert. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Alle zwei Tage erfolgte
ein Mediumwechsel und nach 21 Tagen die spezifische Farbung mit Safranin O. Die Safranin
O-Farbung stellt den Proteoglykangehalt der chondrogen differenzierten Zellen dar. Fur die
Féarbung wurde zunédchst das Medium entfernt, bevor die Zellen mit PBS-Puffer gespult und
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 4 % Formaldehyd-Losung fixiert wurden. Die
Formaldehyd-Losung wurde anschlieBend durch zweimaliges Waschen mit PBS-Puffer
entfernt. Im Folgenden wurden die Zellen mit je 750 pl 0,5 %-iger Safranin O-Ldsung
(Morphisto) pro well gefarbt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Farbeldsung durch dreimaliges Waschen mit PBS-Puffer entfernt. Die Visualisierung und
Dokumentation erfolgte, wie bei den anderen Farbungen, am Lichtmikroskop. Die
Chondrozyten sind dabei anhand der Rotfarbung der gebildeten Proteoglykanschicht

erkennbar.

4.4 Analyse der STC-1 mRNA-Expression in MSZ

4.4.1 Extraktion von Gesamt-RNA aus MSZ

Die Untersuchung der Expression von STC-1 in den MSZ auf molekularer Ebene erfolgte
unter Verwendung der quantitativen real-time Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR). Dafr
wurde in einem ersten Schritt Gesamt-RNA aus den MSZ extrahiert. Dies erfolgte unter
Verwendung des Reaktionskits RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH). Nach dem Auftauen
wurden die MSZ in 1 ml PBS Puffer resuspendiert und in ein 1,5 ml ReagiergefaR (Sarstedt
AG & Co) uberfihrt. Nach dem Zentrifugieren (10 Minuten bei 1300 rpm) wurde der
Uberstand entfernt und je 350 pl eines zuvor mit 1 % B-Mercaptoethanol (Invitrogen GmbH)
versetzten RLT-Puffers aus dem Kit zu den Zellen gegeben. Zur Homogenisierung wurde das
Lysat wiederholt mit einer 3 ml Spritze (BD Biosciences) durch eine 20-Gauge Kanile (BD
Biosciences) passiert. Um die Nukleinsduren zu fallen, wurden im néchsten Schritt 350 pl
einer 70 %-igen Ethanol-Losung (Carl Roth GmbH + Co. KG) zugegeben. Anschliel’end

wurde das Homogenat auf die im Kit enthaltene Affinitatssdule Uberfihrt und fir 15
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Sekunden bei 8000 rpm zentrifugiert, wodurch die RNA an die Affinitatssaule gebunden
wird. Nach Verwerfen der entstandenen Waschldsung wurden 700 ul eines im Kit enthaltenen
RW1-Puffers auf die S&ule pipettiert und nochmals zentrifugiert (15 Sekunden, 8000 rpm).
Die Affinitatssaule wurde im Folgenden in ein frisches 2 ml Sammelgefal aus dem Kit
uberfihrt, und mit 500 pl RPE-Puffer, ebenfalls aus dem Reaktionskit, resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (15 Sekunden, 8000 rpm) wurde der Uberstand verworfen und
nochmals 500 pl RPE-Puffer auf die Sdule gegeben. Um die Membran zu trocknen, erfolgte
eine weitere Zentrifugation (zwei Minuten, 8000 rpm). Die S&ule wurde anschlieRend in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefal gegeben. Um die RNA von der Affinitatssaule zu eluieren,
wurden 32 pl deionisiertes Wasser auf die Séule gegeben und anschlieend zentrifugiert (eine
Minute, 8000 rpm). Die Konzentration der isolierten RNA wurde mithilfe des Nanodrop®
Spektralphotometer (Nanodrop), der bereits geringste Mengen an Nukleinsduren detektiert,
bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Dabei konnte zusétzlich eine Kontamination der
Probe mit Proteinen ausgeschlossen werden. Fir die Messung wurden je 0,5 pl der Proben

eingesetzt.

4.4.2 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Um dem enzymatischen Abbau vorzubeugen, wurden je 1 pg der zuvor isolierten RNA unter
Verwendung des iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH) in stabile
Erststrange umgeschrieben. Die Umschreibung erfolgte mit einer RNA-abhéngigen DNA-
Polymerase, der Reversen Transkriptase (RT). Dabei wird ein zur Ausgangs-RNA
komplementérer DNA-Strang synthetisiert, die sogenannte komplementare DNA (engl.
complementary DNA; cDNA). Die urspringlichen Ribonukleinsduren werden enzymatisch
abgebaut und der zweite, zum erhaltenen Erststrang komplementare, DNA-Strang wird von
einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase synthetisiert. Fir den Reaktionsansatz (Ubersicht
siehe Tabelle 4) wurde 1 pg RNA mit 4 pl des im Kit enthaltenen funffach konzentrierten
iScript Reaktionsmix, 1 pl Reverser Transkriptase deionisiertem Wasser auf ein Endvolumen
von 20 pl erganzt und in 0,2 ml PCR Ro6hrchen gegeben. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz gemal Herstellerangaben in einem Thermo-Cycler fiinf Minuten bei 25 °C
(Annealing der Primer an das RNA-Template), 30 Minuten bei 42 °C (cDNA-Synthese durch
die RT), nochmals finf Minuten bei 85° C (Denaturierung der RT) und anschlieRend fiir
unbestimmte Zeit bei 4° C (Schutz vor Degradation der cDNA) inkubiert.
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Tab. 4: Reaktionsansatz fur die cONA-Synthese

Chemikalien Konzentration/Volumen
RNA-Template 1 ug

Reverse Transkriptase 1l
iScript-Reaktionsmix (5x) 4 ul

Deionisiertes H.O ad. 20pl

4.4.3 Quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion

Die quantitative Real-Time PCR (gQRT-PCR) ermdglicht eine Quantifizierung von PCR-
Produkten durch Fluoreszenzmessungen in Echtzeit (engl. real-time, rt). Dabei ist die
Fluoreszenz proportional zur Menge des entstandenen PCR-Produktes. Die qRT-PCR in der
vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung des SSO Advanced Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) in 96-well Platten durchgefiihrt. SYBR
Green | ist ein interkalierender Cyanin-Farbstoff, der doppelstrangige DNA bindet. Um eine
Verfalschung des Ergebnisses durch Messfehler zu verhindern, wurde bei jeder Probe eine
Dreifachbestimmung durchgefihrt. Fir die PCR wurden in die entsprechenden Vertiefungen
einer 96-well Platte (Corning Incorporated) je 10 ul PCR-Reaktionsansatz pipettiert. Die
Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatz ist aus Tabelle 5 zu entnehmen. Die
Endkonzentration der verwendeten Primer betrug jeweils 0,5 uM, die spezifischen Sequenzen
sind unter 3.3.3 aufgelistet. Die PCR wurde in 35 sich wiederholenden Zyklen durchgefihrt.
Dabei erfolgte zundchst eine Aktivierung der DNA-Polymerase bei 95 °C fur 30 Sekunden.
Die PCR-Zyklen beinhalteten jeweils das Auftrennen der Wasserstoffbriickenbindungen
(Denaturierungsreaktion; zehn Sekunden, 95 °C), das Anlagern der Primer an die DNA
(Primer-Hybridisierung bzw. Annealing; zehn Sekunden, 60 °C) und das Auffillen der
fehlenden Nukleotide durch die DNA-Polymerase am 3’-Ende der Primer (Elongation; 30
Sekunden, 60 °C). Zur Unterscheidung des PCR-Produkts von unspezifischen Primer-
Dimeren wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dabei wurde die Temperatur
schrittweise (0,5 °C pro Sekunde) von 65 °C auf 95 °C erhoht. Dadurch wurden unspezifische
PCR Fragmente aufgeschmolzen, wahrend das spezifische PCR Produkt erst ab hoheren
Temperaturen zerféllt. Bei der Auswertung wurde die STC-1-Expression prozentual zur
Expression des mitbestimmten GAPDH, einem Housekeeping-Gen mit verhaltnismaRig

gleichbleibender Expression, berechnet.
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Tab. 5: Reaktionsansatz fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Chemikalien Volumen |Konzentration

SsoAdvanced universal
SYBR Green Super Mix (2x) |5 pl

Forward Primer (20 puM) 0,25 pul 0,5 uM
Reverse Primer (20 uM) 0,25 pul 0,5 uM
cDNA (~ 50 ng/ul) 0,2 ul 10 ng
Deionisiertes H20 ad. 10 pl

4.5 Analyse der STC-1 Proteinexpression in MSZ

45.1 Immunblotanalysen zum Nachweis der STC-1 Proteinexpression in MSZ-

Lysaten

45.1.1 Isolation und Quantifizierung von Proteinen aus MSZ

Um die STC-1 Expression in den MSZ auf Proteinebene untersuchen und vergleichen zu
kdnnen, wurden Immunoblot-Analysen durchgefuhrt. Dafiir wurden zundchst Gesamtprotein-
homogenate aus MSZ hergestellt, indem die MSZ nach dem Auftauen in 100 bis 200 pl
vorgekihltem Proteinlysepuffer [eine Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Roche
Diagnostics GmbH) in 7 ml 0,2 %-iger Sodium dodecyl sulfate (SDS)-L6sung] resuspendiert
wurden. Die anschlielende Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte unter
Verwendung der Bicinchoninsaure (BCA) Methode. Diese beruht auf der Komplexbildung
von zweiwertigem Kupfer mit den Peptidbindungen von Proteinen (Biuret-Reaktion).
Dadurch wird zweiwertiges Kupfer reduziert und das einwertige Kupfer wird von zwei
Molekiilen BCA gebunden. Uber das Absorptionsmaximum (562 nm) des entstandenen
purpurfarbenen Komplexes kann der Proteingehalt bestimmt werden. Fir die Quantifizierung
der Proteinmenge wurden zunédchst Kalibrierproben aus Rinderserumalbumin in
Proteinlysepuffer in einem Konzentrationsbereich von 31,2 pg/ml bis 2000 pg/ml angefertigt.
Die Zelllysate wurden im Verhdaltnis 1:5 bzw. 1:10 mit Proteinlysepuffer verdiinnt. In eine 96-
well Platte (Corning Incorporated) wurden je 200 ul des Reagenzgemisches bestehend aus
einer Bicinchoninséure-Ldsung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), einer 4 %-igen Kupfer(ll)-
Sulfat-Losung (Carl Roth GmbH + Co. KG) und je 10 ul Probe bzw. Kalibrierstandard in die
entsprechenden Vertiefungen der Zellkulturplatte pipettiert. Es wurde jeweils eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C erfolgte die
photometrische Messung des entstandenen Farbkomplex bei 562 nm mithilfe des Tecan

microplate absorbance reader (Tecan Itd.) und der Magellan™ 5 Software (Tecan Itd.). Unter
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Verwendung der Kalibriergeraden mit den unterschiedlichen Proteinkonzentrationen wurde

die Gesamtproteinkonzentration in den MSZ-Lysaten quantifiziert.

4.5.1.2 Vorbehandlung der Proteine fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Bevor die Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, erfolgte eine
Behandlung der MSZ-Lysate mit L&mmli-Puffer. Das darin enthaltene SDS ist ein
anionisches Detergens, welches durch Aufheben hydrophober Wechselwirkungen zum
Verlust hoherer Proteinstrukturen (Sekundar-, Tertidr- und Quartérstrukturen) fuhrt. Das
ebenfalls enthaltene Dithiotreitol (DTT) reduziert die Disulfidbriicken von Peptidbindungen
und induziert so die Denaturierung der Proteine. Daflir wurde die gewilinschte Menge an

Gesamtprotein (%) mit vierfach konzentriertem L&mmli-Puffer [IM TRIS-HCL, ph 6,8;

20 % (w/v) SDS; 50 % (v/v) Glycerol; 0,05 % (w/v) Bromphenolblau; 20 % 2M DTT
(Invitrogen GmbH)] verdinnt und mit destilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 30 pl
erganzt. AnschlieBend wurden die Proben in einem Heizblock fur funf Minuten bei 95 °C

denaturiert.

4.5.1.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die Vorbehandlung der Proben mit SDS wurden alle Proteine mit einer negativen
Gesamtladung versehen. So wandern sie nach Anlegen einer Spannung an ein Polyacrylamid-
gel alle von der Kathode Richtung Anode und die Proteine werden nach der Grof3e
aufgetrennt, da Proteine mit einem hoheren Molekulargewicht das Gel langsamer passieren
als Proteine mit geringerem Molekulargewicht. In der vorliegenden Arbeit wurde die
diskontinuierliche SDS-PAGE nach Lammlit®? durchgefiihrt. Dabei passieren die Proben vor
dem Durchlaufen des 10 %-igen Trenngels zunachst ein 4 %-iges Sammelgel, um eine
Fokussierung der Proteine zu erreichen. Die Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels
ist der Tabelle 6 zu entnehmen. Die Auspolymerisierung des 10 %-igen Trenngels wurde
durch die Vernetzung der Acrylamidmonomere, ausgeldst durch Tetramethylethylendiamin
(TEMED; Carl Roth GmbH + Co. KG) und Ammoniumpersulfat (APS; Merck-Millipore,
Merck KGaA), ermdoglicht. Nach etwa 45 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur konnte
das 4 %-ige Sammelgel daraufgefullt werden. Durch Einsetzen eines Kammes in das
Sammelgel wurden Taschen freigelassen, in welche nach Auspolymerisation je 20 ul Probe
bzw. 5 pl PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Grofienordnung 10-250 kDa; Invitrogen
GmbH) pipettiert wurden. Die Elektrophorese fand in einer mit Laufpuffer (25 mM Tris-Base,
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200 mM Glycin, 3,5 mM SDS) gefullten vertikalen Elektrophoresekammer statt. Dabei wurde
eine konstante Spannung von 50 bis 70 Volt fur das Sammelgel (ca. 15 Minuten) und 135
Volt fir das Trenngel (ca. 90 Minuten) angelegt. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald
die Lauffront, erkennbar an dem im Lammli-Puffer enthaltenen Bromphenolblau, das untere
Ende des Trenngels erreichte hatte. Das Sammelgel wurde nach der Elektrophorese entfernt.

Tab. 6: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele (Volumenangaben fir ein Gel)

Chemikalien Trenngel (10 %) | Sammelgel (4 %)
H20 dest. 2,05 ml 1,525 ml

TRIS HCL 1,5 M (ph 8,8) 1,25 ml /

TRIS HCL 0,5 M (ph 6,8) / 625 pl
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 % 50 pl 25 ul
Acrylamid/Bisacrylamid 30 % 1,65 ml 325 ul
Ammoniumpersulfat (APS) 10 % 25 pl 12,5 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) |2,5 pl 2,5 ul

4.5.1.4 Immunblotanalyse

Im Folgenden wurden die Proteine unter Verwendung der Semidry-Blot-Methode auf eine
Nitrocellulose-Membran (bertragen, um die spezifische Nachweisreaktion von STC-1
durchfuhren zu kénnen. Dafir wurden das Acrylamid-Gel zusammen mit der Nitrocellulose-
Membran (Whatman GmbH) und sechs Filterpapieren in zuvor angesetztem Transferpuffer
(25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20 % Methanol) getrankt und fir 30 Minuten bei einer
Stromstarke von 60 mA in eine Blotting-Kammer (Biometra GmbH) gegeben. Zum
Uberpriifen der Transfereffizienz wurden die transferierten Proteine unspezifisch mit Ponceau
S-Losung (0,2 % (v/v) Ponceau-S; 3 % (v/v) Trichloressigsdure, beides Carl Roth GmbH +
Co. KG) geféarbt und mittels Kopie dokumentiert. Um die Membran wieder zu entféarben,
wurde anschlieBend mit PBST-Puffer (PBS/0,1 % Tween 20) gewaschen. Im Folgenden
wurde die Membran fiir eine Stunde in 5 %-iger Blocklosung (5 % (w/v) Magermilchpulver
in PBST) inkubiert, um die freien Bindungsstellen mit Proteinen zu besetzen. Dies erhoht die
Sensitivitat des Immunoblots, da der Antikorper nur spezifisch an das gesuchte Protein bindet.
Die Farbung der Membran mit dem in 5 %-igem Blockpuffer angesetzten, priméren
Antikorper gegen STC-1 (0,05 pug/ml; R&D systems GmbH) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C.

Am ndachsten Tag wurde die Membran zunéchst durch mehrere Waschschritte mit PBST-
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Puffer von ungebundenem Primarantikorper befreit und danach mit einem Merretichperoxi-
dase-konjugierten Sekundarantikorper (1:1000; R&D systems GmbH), der gegen die Spezies
des Primérantikorpers (Maus) gerichtet war, gefarbt. Nachdem die Membran im Anschluss
erneut mit PBST-Puffer gespult worden war, erfolgte die Visualisierung der nun spezifisch an
STC-1 gebundenen Reagenzien mittels Chemilumineszenz. Dies erfolgte unter Anwendung
der Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Europe GmbH), in
welchen die Membran unter Lichtausschluss fir funf Minuten inkubiert wurde. Das an den
Sekundarantikorper gekoppelte Enzym Merrettichperoxidase, das nun ebenfalls an STC-1
gebunden ist, katalysiert die Umsetzung des in den Detektionsreagenzien enthaltenen
Substrats Luminol. Dieses Reaktionsprodukt konnte (iber eine CCD-Kamera (GE Healthcare
Europe GmbH) sichtbar gemacht werden. Fur den als Positivkontrolle verwendeten Nachweis
des verhaltnismaRig gleichbleibend exprimierten B-Aktin wurde der Immunkomplex durch
15-minitige Inkubation bei 37 °C in Restore WesternBlot Stripping Buffer (Thermo
Scientific) von der Membran entfernt. Danach wurde die Membran erneut fir 15 Minuten in
Blockpuffer inkubiert und fur eine Stunde bei RT mit dem in Blockpuffer angesetzten R-
Aktin-Antikorper (1:4000; HRP-gekoppelt; GenScript Biotech Corporation) gefarbt. Die
Detektion der Antigen-Antikorper erfolgte nach erneutem Spulen mit PBST-Puffer ebenso
wie bei der STC-1 Antigen-Antikorper-Bindung mit der CCD-Kamera. Die Mitbestimmung
des Haushaltsgens R(-Aktin ermdglichte die semiquantitative Bestimmung der STC-1
Proteinexpression durch den densitometrischen Vergleich der Proteinbanden mithilfe der
Software Image Studio™ Lite Software 5.2. (LI-COR Biotechnology — GmbH).

4.5.2 Immunhistochemischer Nachweis der STC-1 Proteinexpression im Knochenmark

Zum Nachweis der STC-1 Expression im Knochenmark sowie zur Untersuchung der
subzellularen Lokalisierung wurden immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt. Die
Farbungen wurden an formalinfixierten und paraffingebetteten Knochenmarksstanzen von
knochenmarksgesunden Spendern (n_= 2) sowie von AML-Patienten (n_= 2) durchgefiihrt.
Dabei wurde die Anleitung aus dem Histofine® Simple Stain MAX PO Protokoll befolgt.

Es wurden Praparate mit einer Schichtdicke von 3 um verwendet. Nach Entparaffinierung
durch Xylol und Rehydrierung durch Inkubation in absteigenden Ethanol-Konzentrationen
(200 % und 70 %) sowie in destilliertem Wasser erfolgte die Antigendemaskierung indem die
Schnitte in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) im Dampfgarer erhitzt wurden. Zur Reduzierung

unerwiinschter Hintergrundfarbung in der Immunhistochemie durch die endogene Peroxidase-
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Aktivitat wurden die Schnitte anschlielend in eine 3 %-ige H>O.-L6ésung gebracht. Im
néchsten Schritt erfolgte die Farbung mit dem Primérantikérper gegen STC-1 (Kaninchen
IgG, Santa Cruz) bzw. einem Isotyp-Antikérper zur Kontrolle (Kaninchen 1gG, Abcam).
Beide Antikorper wurden mit PBS 0,5 % BSA auf eine Zielkonzentration von 0,5 pg/mi
verdinnt und zu je 100 pl auf die Schnitte pipettiert. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4
°C in einer Feuchtkammer. Die Antigen-Antikorper-Bindung wurde am Folgetag mit dem
Immuno-peroxidase Polymer MAX-PO und einer darauffolgenden Reaktion mit dem
Chromogen Bright-DAB sichtbar gemacht. Daflr wurden die geférbten Schnitte zundchst
dreimal funf Minuten in PBS 0,05 % Tween 20 inkubiert. Anschlie}end erfolgte die Farbung
mit dem Sekundéarantikérper (MAX PO, Histofine) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Im
néchsten Schritt wurde Uberschissige Antikoérperlésung mit PBS 0,05 % Tween 20 entfernt,
ehe die Schnitte fur acht Minuten in einer Lésung des Chromogens Bright-DAB (Medac)
inkubiert wurden. AnschlieRend wurden die Objekttrdger nochmals mit destilliertem Wasser
gereinigt, eine Minute mit Hamalaun-Losung (1:8) geférbt und fur 10 Minuten in lauwarmem
Leitungswasser gebldut. Zur permanenten Fixierung wurden etwa 5 Tropfen Permanent
Aquaeous Mounting Medium-Cell Marque (Cell marque™, Sigma-Aldrich GmbH) auf die
Objekttrager gegeben und mit Deckglasern verschlossen. Die Visualisierung erfolgte mit
einem Zeiss Axioskop 2 Plus Mikroskop mit einer AxioCam HRc Kamera unter Verwendung

der Axiovison 4.7.2 Software (alles Carl Zeiss Microscopy GmbH).

4.5.3 Immunhistochemischer Nachweis der STC-1 Proteinexpression in MSZ

Durch die immunhistochemische Féarbung von Knochenmarksbiopsien konnte STC-1 im
Knochenmark nachgewiesen werden. Um STC-1 spezifisch in den MSZ nachzuweisen,
wurden sogenannte Cytospins angefertigt. Daflr wurden die Zellen durch Zentrifugation mit
einer speziellen Cytozentrifuge auf einem Objekttrdger fixiert. Im Gegensatz zu der
Behandlung der Knochenmarksschnitte entfiel bei den Cytospins die Entparaffinierung und
Rehydrierung. Die restlichen Arbeitsschritte erfolgten analog zu der oben beschriebenen
Methodik zur Untersuchung der Knochenmarksstanzen. Die Visualisierung und

fotographische Dokumentation erfolgte ebenfalls mit dem Zeiss Axioskop 2 Plus Mikroskop.
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4.6 Analyse der STC-1 Sekretion durch MSZ

Um die MSZ hinsichtlich der STC-1-Sekretion zu testen, wurde die aktive Sezernierung von
STC-1 in das Medium mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) untersucht. Der
ELISA ist ein Nachweisverfahren von Proteinen z.B. im Plasma, Serum oder Zellkulturiber-
stdnden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Sandwich-Methode des ELISA angewendet.
Das Prinzip des Sandwich-ELISA ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Dabei wird die
Probe auf eine Mikrotiterplatte gegeben, welche im Vorfeld mit dem Primarantikdorper
(Fanger-Antikorper, engl. capture antibody), der gegen das zu untersuchende Antigen
gerichtet ist, beschichtet worden war. Das in der Probe enthaltene Antigen bindet dann an den
Capture-Antikorper auf der Mikrotiterplatte. Nach dem Entfernen von ungebundenem
Antigen wird ein sekundarer, enzymgekoppelter Antikorper zur Detektion (engl. detection
antibody) zugegeben. Der Detektionsantikorper bindet ebenfalls spezifisch an das zu
untersuchende Antigen und es entsteht ein Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex, in
welchem das Antigen wie in einem Sandwich zwischen den beiden Antikdrpern gebunden ist.
Der Detektionsantikorper erkennt jedoch ein anderes Epitop als der fiir die Beschichtung der
Platte verwendete Capture-Antikérper, da sich die beiden Antikdrper andernfalls gegenseitig
behindern wirden. Das an den Detektionsantikbrper gebundene Reporterenzym wird
anschlielend durch Zugabe eines Substrates (Chromogen) aktiviert, es photometrisch
gemessen werden. Durch das Mitfuhren einer Standardreihe kann nun die Konzentration des

gesuchten Antigens in der Probe berechnet werden.
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Dargestellt sind schematisch die einzelnen Schritte bei der Durchfiihrung eines Sandwich-ELISA. Zundchst wird

Abb. 2: Prinzip eines Sandwich-ELISA (modifiziert nach'®)

eine Mikrotiterplatte mit dem Primérantikdrper, dem sogenannten Capture-Antikdrper beschichtet (1).
Anschlieend wird die Probe mit dem zu untersuchenden Antigen zugegeben (2). Nachdem ungebundenes
Antigen entfernt wird, erfolgt die Zugabe eines Sekundérantikdrpers [Detektionsantikérper (3)]. Dieser bindet
ebenfalls an das zu untersuchende Antigen, jedoch an ein anderes Epitop als der Primdrantikdrper. AnschlieRend
erfolgt die Zugabe einer an das Enzym Merrettichperoxidase (HRP) gekoppelten Streptavidin-Ldsung (4). Durch
die Zugabe eines Chromogens (5) wird die HRP aktiviert und katalysiert den Farbumschlag des Antikdrper-
Antigen-Antikorper-Komplexes. Die Intensitat des Farbkomplexes wird anschliefend photometrisch bestimmt.

Fur die Durchfuhrung des ELISA wurden die MSZ nach dem Auftauen in 1,5 ml
Kulturmedium resuspendiert, zu je 76 000 Zellen pro well in 12-well Zellkulturplatten
gegeben und im Brutschrank kultiviert. An Tag 2 und 5 erfolgte ein Mediumwechsel. Bei der
Zellernte nach 10 Tagen wurde zunéchst der Zellkulturiberstand abgenommen. Um zu
gewahrleisten, dass dieser frei von Zellfragmenten ist, wurde zentrifugiert und der Uberstand
anschlieBend nochmals vorsichtig abpipettiert. Der Sandwich-Immunoassay wurde unter
Verwendung des Reaktionsssystems Human Stanniocalcin 1 DuoSet ELISA (R&D Systems)
bestimmt. Als ersten Schritt wurde eine 96-well Mikrotiterplatte aus Polystyrol (Corning
Incorporated) mit je 100 pl/ well des Capture-Antikorpers (1,5 pug/ ml in PBS) beschichtet
und mit Plastikklebefolie abgedichtet. Nach der Inkubation Uber Nacht bei RT erfolgten
mehrere Waschschritte mit je 300 pl PBS 0,5 % Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
und das Abblocken unspezifischer Bindestellen durch einstiindige Inkubation bei RT in PBS 1
% BSA. Fir die Quantifizierung der STC-1 Konzentration wurden Kalibrierproben mit
rekombinantem STC-1 in einem Konzentrationsbereich von 62,5 pg/ml bis 4000 pg/mi
angefertigt. Nach mehreren Waschschritten erfolgte die Zugabe von je 100 ul der Proben
bzw. Standards, die Abdichtung der Platte und die Inkubation fur 2 Stunden bei RT.
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AnschlieBend erfolgten weitere Waschschritte, um ungebundene Bestandteile der Proben zu
entfernen und danach die Zugabe von je 100 pl der Detektionsantikdrper-Losung aus dem Kit
(300 ng/ml in PBS 1 % BSA 2 % NGS). Die Platte wurde abgedichtet und fiir zwei Stunden
bei RT inkubiert, gefolgt von einer 20-minutigen Inkubation unter Lichtausschluss in einer
Losung mit dem an Streptavidin gekoppelten Enzym Merrettichperoxidase (1:200 in PBS 1 %
BSA). Im néchsten Schritt wurde die im Kit enthaltene Substratlosung bestehend aus
3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin und H.0, zugegeben. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe
von 50 pl Stop-Solution aus dem Kit beendet und es erfolgte ein Farbumschlag des entstanden
Immunkomplexes von blau zu gelb, dessen Intensitat anschlieBend photometrisch bei einer
Wellenldnge von 540 nm bestimmt wurde. Die Messung und anschlieBende Auswertung
erfolgte ebenso wie bei der Bestimmung der Proteinkonzentration im BCA-Assay (vgl.
4.5.1.1) unter Zuhilfenahme des Tecan microplate absorbance reader und der Magellan™ 5
Software. Unter Verwendung der Kalibriergeraden mit den Proteinstandards wurde mithilfe
einer linearen Regressionsgerade die Konzentration an STC-1 in den Proben ermittelt. Zur
Normierung des STC-1 Gehalts auf die Zellzahl waren die MSZ fir den Versuch separat

geerntet und gezéhlt worden.

4.7 Analyse der Wirkung von STC-1 auf AML-Zellen in vitro

Um die spezifische Wirkung von STC-1 auf AML-Zellen zu untersuchen, wurden in vitro-
Kulturen von AML-Zellen mit Zugabe von rekombinantem STC-1 sowie Ko-Kulturen von
AML-Zellen und MSZ gesunder und leukdmischer Spender mit Blockade von STC-1
durchgefihrt. Dafur wurden AML-Zellen von drei unterschiedlichen Spendern aus dem
Bestand der Arbeitsgruppe verwendet. Nach dem Auftauen der in Stickstoff konservierten
AML-Zellen erfolgte die Farbung mit Propidiumiodid (0,5 pg/ml; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) und einem FITC-konjugierten CD45 Antikorper (1:40 in PBS 2 % FBS; BiolLegend
Inc.). Um sicherzustellen, dass ausschlieBlich Zellen bzw. AML Blasten mit geringer
Expression von CD45 (CD450w) fur die Kultur verwendet werden, wurden die Zellen mit
dem FACSAria llu (BD Biosciences) sortiert, anschlieRend zentrifugiert, in PBS 2 % FBS

resuspendiert, gezéahlt und in Kultur gegeben.
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4.7.1 Flussigkeitskultur von AML-Zellen mit Zugabe von rekombinantem STC-1

Zum Ansatz der AML-Flussigkeitskultur wurden die AML-Zellen nach erfolgter Sortierung
zentrifugiert und in IMDM-Zellkulturmedium resuspendiert. Die Zusammensetzung des
IMDM-Kulturmediums ist der Tabelle 7 zu entnehmen. In einer 24-well Platte wurden dann
vier wells mit je 2 x_10° in IMDM-Medium gelésten Zellen befullt und bei 37 °C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % und einem CO2-Gehalt von 5 % kultiviert. Zunachst
wurden zwei Vorversuche zur Bestimmung der geeigneten rh-STC-1 Konzentration
durchgefiihrt. Dabei diente ein well als Negativkontrolle und blieb unbehandelt, die restlichen
drei wurden taglich mit 0,5, 5 oder 50 ng/ml rh-STC-1 (BioVendor) behandelt. Da die
Behandlung mit 50 ng/ml dabei den grofiten Effekt auf Apoptose und Proliferation der AML-
Zellen erzielte, wurden in der eigentlichen Versuchsreihe je zwei wells taglich mit 50 ng/ml
rh-STC-1 behandelt, wobei in einem Ansatz zusatzlich die Gabe eines Antikorpers gegen
STC-1 (0,1 pg/ml, R&D systems GmbH) erfolgte, um die spezifischen Auswirkungen von
STC-1 WBBuntersuchen zu konnen. Eine schematische Darstellung der unterschiedlichen
Behandlungen in den Flussigkeitskulturen liefert Abbildung 3. Es wurde jeweils ein Ansatz
zur Analyse von Proliferation und Zellzyklusaktivitat sowie ein weiterer zur Untersuchung
der Apoptose angefertigt. Die Auswirkungen der Zugabe von STC-1 wurden mittels
durchflusszytometrischer Messung von Zellzyklusverteilung, Proliferationsaktivitat und

Apoptoserate der AML-Zellen analysiert.

Tab. 7: Zusammensetzung des IMDM-Kulturmediums

Chemikalien Anteil Volumen (25 ml)
IMDM-Medium 72% 18 mi

Fetales Rinderserum 12,50 % 3,125 ml
Pferdeserum 12,50 % 3,125 ml
Penicillin-Streptomycin (100 x) 1% 250 pl
L-Glutamin (100 x) 1% 250 pl
R-Mercaptoethanol 57,2 uM 28,6 ul
Hydrocortison (1 uM) 1% 250 pl

IL-3, GCSF, TPO, FLT3, SCF (20 ng/ml) | 0,02 % 5ul
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Abb. 3: Schema fir den Ansatz der Flussigkeitskulturen

Dargestellt ist das Schema fur den Ansatz der Flussigkeitskulturen. Spalte 1 (A-C): Negativkontrollen:
unbehandelte AML-Zellen dreier unterschiedlicher Spender (AML 1, AML 2, AML 3); Spalte 2 (A-C): Kultur
der AML-Zellen (AML 1, AML 2, AML 3) mit taglicher Zugabe von rekombinantem STC-1 (50 ng/ml); Spalte
3 (A-C): Kultur der AML-Zellen (AML 1, AML 2, AML 3) mit taglicher Zugabe von rekombinantem STC-1 (50
ng/ml) und anti-Stanniocalcin 1 (0,1_pg/ml); rh-STC-1: rekombinantes humanes Stanniocalcin 1; aSTC-1: anti-
Stanniocalcin 1; AML.: akute myeloische Leukémie.

4.7.1.1 Analyse der Zellzyklusaktivitat der AML-Zellen nach der Flussigkeitskultur

mit rekombinantem STC-1

Fur die Analyse der Zellzyklusaktivitat wurden die Zellen nach der Kultur mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (Pl) angeféarbt. Pl duchdringt die Zellmembran und
lagert sich als Nukleinséureinterkalator zwischen die Basen der nukledren DNA. Durch das
zugefligte Enzym RNase wird doppelstrdéngige RNA gespalten und PI bindet spezifisch an
doppelstrangige DNA. Die Pl-Fluoreszenz der Zelle ist folglich proportional zum DNA-
Gehalt der Zelle. Anhand des dadurch bestimmten DNA-Gehalts l&sst sich feststellen, in
welcher Phase des Zellzyklus sich die Zelle befindet. Abbildung 4 zeigt eine schematische
Darstellung der Zellzyklusanalyse am FACS. Dabei sind bei der Intensitat der PI-Fluoreszenz
zwei Peaks erkennbar, wobei der erste den Zellen mit einfachem DNA-Gehalt in der Go/Gs-
Phase und der zweite den Zellen mit doppeltem DNA-Gehalt in der G2/M-Phase entspricht.
Zwischen den beiden Peaks liegt der Anteil der Zellen in der Phase der DNA-Replikation (S-
Phase). An Tag 5 nach Kulturstart wurden die Zellen geerntet, mit eiskaltem Ethanol (1 ml/ 1
x 10% Zellen; Carl Roth GmbH + Co. KG) behandelt und fiir vier Stunden unter

Lichtausschluss auf Eis inkubiert. Dadurch wurden die Zellen in ihrer derzeitigen
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Zellzyklusphase fixiert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation und die Farbung der Zellen
mit einem Gemisch bestehend aus einer PI-Lésung (0,025 pg/ml), RNase (0,0125 pg/ml;
AppliChem) und PBS-Puffer. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37_°C erfolgte die Messung
der Fluoreszenz am FACSCalibur.

Gy/G;-Phase
6000
4000
2000
S -Phase G,/M-Phase
0 =TT T
0 200 400 600 800 1000

FL2-H: PI

Abb. 4: FACS-Analyse der Zellzyklusverteilung

Dargestellt ist exemplarisch die am FACS durchgefiihrte Zellzyklusanalyse von AML-Zellen nach fiinf Tagen
Monokultur. Die Propidiumiodid (PI)-Fluoreszenz ist gegen den Anteil der im FACS gemessenen Zellen
aufgetragen. Die PI-Fluoreszenz entspricht dem DNA-Gehalt in den Zellen. Der erste Peak entspricht den Zellen
mit einem einfachen DNA-Gehalt, d.h. den Zellen in der Go/Gi1-Phase. Der zweite, kleinere Peak entspricht den
Zellen mit einem doppelten DNA-Gehalt in der Gz/M-Phase. Zwischen den beiden Peaks liegt der Anteil an
Zellen, die sich in der Phase der DNA-Replikation (S-Phase) befinden.

4.7.1.2 Untersuchung der Zellproliferation der AML-Zellen nach der Flussigkeitskul-

tur mit rekombinantem STC-1

Zur Untersuchung der Zellproliferation wurden die Zellen vor der Kultur mit Carboxyfluores-
zeindiacetat-Succinimidylester (CFSE) behandelt. Fir die Farbung wurden die in PBS 0,5 %
FBS gelosten Zellen vor der Kultur fiir zehn Minuten bei 37 °C mit 5 uM einer CFSE-L6sung
gefarbt. Uberschiissiges CFSE wurde durch Zugabe von eiskaltem PBS 20 % FBS
ausgewaschen. Anschlieend wurden die Zellen zentrifugiert, in PBS resuspendiert und am
Fluoreszenzmikroskop visualisiert, wodurch die erfolgreiche Farbung Uberpruft werden
konnte. Die durchflusszytometrische Analyse der Zellproliferation erfolgte nach fiinf
Kulturtagen unter Anwendung des CFSE-Assays. Das zunéchst farblose CFSE, mit welchem
die Zellen vor der Kultur behandelt wurden, diffundiert in das Zytoplasma der Zellen und die
beiden Acetat-Reste des Molekiils werden durch Esterasen entfernt. Das nun fluoreszierende

Molekul Carboxyfluoreszin-Succinimidylester geht mit seiner Succyinimidyl-Gruppe eine
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kovalente Bindung mit freien Aminen im Zellinneren ein und wird so stabil an die Zelle
gebunden. Bei jeder Zellteilung wird das Carboxyfluoreszin der Mutterzelle zu gleichen
Teilen auf die Tochterzellen verteilt. Folglich betrdgt die Fluoreszenz der Tochterzellen
jeweils genau die Halfte der Fluoreszenz der Mutterzelle. Bei der Messung am FACSCalibur
konnten die Zellen daher anhand ihrer Fluoreszenzintensitét in verschieden weit proliferierte

Zellgenerationen eingeteilt werden.

4.7.1.3 Analyse der Apoptose der AML-Zellen nach der Flussigkeitskultur mit
rekombinantem STC-1

Die Apoptoserate in einer Zellpopulation kann durch Farbung mit Annexin V und
Propidiumiodid (P1) ermittelt werden. Bei lebenden Zellen befindet sich das Molekiil
Phophatidylserin (PS) in der inneren Phospholipidschicht der Zellmembran. Im Frihstadium
der Apoptose wird PS durch einen Flip-Flop-Mechanismus an die Aullenseite der
Zellmembran transloziert. Das Protein Annexin V bindet spezifisch an PS, durch seine
Kopplung an den Fluoreszenzfarbstoff FITC kénnen so apoptotische Zellen durchflusszyto-
metrisch detektiert werden. Zur Differenzierung apoptotischer und bereits nekrotischer Zellen
dient die Behandlung mit PI. Dieser Farbstoff kann nur in nekrotische Zellen mit bereits
durchlassiger Zellmembran eindringen. Daher werden vitale Zellen weder mit Annexin V,
noch mit PI angeférbt. Apoptotische Zellen hingegen sind positiv fur Annexin V, aber negativ
fir PI, da die Zellmembran apoptotischer Zellen noch intakt ist. Nekrotische Zellen werden
sowohl mit Annexin V, als auch mit Pl angfarbt. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Apoptose der AML-Zellen unter Verwendung des FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
(BD Biosciences) bestimmt. Nach sechs Tagen Kultur bei 37 °C unter unterschiedlichen
Bedingungen wurden die AML-Zellen geerntet, zentrifugiert, in PBS resuspendiert und zu je
150 000 Zellen in 5 ml FACS-R6hrchen (BD Falcon) tberflhrt. Im nachsten Schritt erfolgte
die Farbung der Zellen mit spezifischen Antikoérpern gegen Oberflachenepitope (alle von
BioLegend Inc.). Fur die Gerateeinstellung erfolgte zunédchst die Farbung aller Zellen mit
einem an die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe APC und FITC gekoppelten CD45- bzw.
Isotyp-Antikdrper. Dabei wurden jeweils 25 pl Antikérper-Losung verwendet. Die
Verdinnungen der Kompensations-Antikorper fur die Gerateeinstellung ist der Tabelle 8 zu
entnehmen. Nach 30 Minuten Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit PBS-Puffer
gewaschen und zentrifugiert. Fir die Analyse der Apoptose wurden die Zellen mit je 100 pl

Annexin V Binding Puffer (1:10 in Aqua dest.) und danach mit je 5 pl Annexin V und PI (alles
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im Kit enthalten) behandelt. Nach 15 Minuten Inkubation bei RT in Dunkelheit erfolgte die
Fluoreszenzmessung am FACSCalibur.

Tab. 8: Verdinnung der Kompensations-Antikorper fur die Geréateeinstellung
Antikorper |Verdinnung

CD45 APC [1:40in PBS 2 % FBS
CDA45 FITC [1:40 in PBS 2 % FBS
Isotyp APC |1:25 in PBS 2 % FBS
Isotyp FITC |1:200 in PBS 2 % FBS

4.7.2 Ko-Kultur von AML-Zellen und MSZ mit STC-1 Blockade

4.7.2.1 Ansatz der Ko-Kulturen

Um die Auswirkungen von STC-1 auf die Interaktion von AML-Zellen und MSZ zu
untersuchen, wurden in vitro Kulturen von MSZ eines knochenmarksgesunden und eines
Patienten mit AML zusammen mit primaren AML-Zellen dreier unterschiedlicher Spender
(Spendercharakteristika unter 3.1.2) durchgeftihrt. Zur spezifischen Untersuchung der Effekte
des von den MSZ sezernierten STC-1 erfolgte in der Halfte der Kulturen zusétzlich die Gabe
eines anti-STC-1 Antikoérpers. Um Proliferation und Apoptose der AML-Zellen gesondert
untersuchen zu koénnen, wurden von allen Kulturen zwei Ansatze angefertigt. Zunachst
wurden in zwei Vertiefungen einer 24-well Platte je 3,8 x 10° MSZ in 1,5 ml IMDM-Medium
in Kultur gegeben. Nach sechs Tagen wurden die ebenso wie in den Flissigkeitskulturen
vorbehandelten AML-Zellen zu den MSZ mit in Kultur gegeben. Dafiir wurde das MSZ-
Medium entfernt und es wurden je 2 x 10° in 1,5 ml IMDM-Medium geléste AML-Zellen auf
die adhdrenten MSZ gegeben. In allen Kulturansatzen wurde jeweils eines der beiden wells
taglich mit einem neutralisierenden STC-1 Antikorper (0,1 pg/ml; R&D systems GmbH)
behandelt. Ein Schema der unterschiedlichen Ko-Kultur-Ansatze ist in Abbildung 5 gezeigt.
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Abb. 5: Schema fir den Ansatz der Ko-Kulturen

Dargestellt ist das Schema fiir den Ansatz der Ko-Kulturen. Reihe B (Negativkontrolle): Ko-Kultur von AML-
Zellen dreier unterschiedlicher Spender (AML 1, AML 2, AML 3) und gesunden MSZ (griin) bzw.
leukdmischen MSZ (rot) ohne Blockade von STC-1. Reihe C: Ko-Kultur von AML-Zellen dreier
unterschiedlicher Spender (AML 1, AML 2, AML 3) mit gesunden MSZ (grun) bzw. leuk&mischen MSZ (rot)
und téglicher Zugabe eines anti-STC-1 Antikorpers (0,1 pg/ml, R&D systems). aSTC-1: anti Stanniocalcin;
MSZ: Multipotente Mesenchymale Stromazellen; AML.: akute myeloische Leuké&mie.

4.7.2.2 Analyse der AML-Zellen nach Ko-Kultur mit MSZ und STC-1 Blockade

Die Auswirkungen der STC-1-Blockade in der Ko-Kultur von AML-Zellen und MSZ wurden
mittels FACS-Analyse der AML-Zellen hinsichtlich Proliferationsaktivitdt (nach funf
Kulturtagen) und Apoptoserate (nach sechs Kulturtagen) ermittelt. Bei der Zellernte wurde
zunachst der Uberstand mit den nicht adharenten AML-Zellen abgenommen, anschlieRend
wurden die adharenten MSZ mit Trypsin-EDTA vom Plattenboden geldst und gemeinsam mit
den AML-Zellen in 15 ml Roéhrchen aus Polypropylen (BD Biosciences) uberfiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert, mit PBS-Puffer gewaschen und mit je 25 pl
eines APC-gekoppelten CD45-Antikdrpers (1:40 in PBS 2 % FBS; BioLegend Inc.) gefarbt.
Dadurch kénnen die AML-Zellen (CD45") von den MSZ (CD45") unterschieden werden. Die

FACS-Analysen erfolgten analog wie bei den Flussigkeitskulturen.
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4.8 Statistische Analyse

Die Berechnung der Mittelwerte sowie die Bestimmung der statistischen Signifikanz wurde
unter Verwendung der GraphPad Prism 7 Software (GraphPad Software Inc.) durchgefihrt.
Die Signifikanzen wurden anhand des ungepaarten oder zweiseitig gepaarten studentischen t-
Tests berechnet. Der angegebene p-Wert beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der das
berechnete Ereignis eintritt. Alle Daten wurden als Mittelwerte + standard error of the mean
(S.E.M.) oder als Mittelwerte + standard deviation (S.D.) angegeben. Ein p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Expression von STC-1 in DMEM-MSZ (Mikroarray-Analyse)

Im Vorfeld dieser Arbeit lieR die AG Stammzellen vom Kompetenzzentrum fur Fluoreszente
Bioanalytik (KFB) einen GeneChip® zur Analyse des Genexpressionsprofils von MSZ
anfertigen. Dabei wurden in DMEM kultivierte MSZ von AML-Patienten (n = 3) und
gesunden Spendern (n = 3) im Vergleich analysiert, um potentielle Unterschiede im
Genexpressionsprofil zu ermitteln. Insgesamt wurden 48 144 Gene analysiert, wovon 141
eine signifikante Uber- bzw. Unterexpression in den MSZ der Leukémiepatienten zeigten. In
Tabelle 9 sind die am starksten hoch- bzw. herunterregulierten Gene in den DMEM-MSZ der
AML-Patienten aufgelistet. Das am starksten hochregulierte Gen in den MSZ der AML-
Patienten kodiert das Protein STC-1 (in Tabelle 9 an erster Stelle und in roter Schrift) und war
in den MSZ der AML-Patienten 3,3-mal so stark exprimiert wie in den MSZ hamatologisch

gesunder Spender.

Tab. 9: Unterschiede im Genexpressionsprofil leukamischer und gesunder MSZ (DMEM)

Genbezeichnung Abktlirzung MSZ AML vs.
MSZ Gesund

stanniocalcin 1 STC-1 3,33
membrane-spanning 4 domains, subfamily A, member 7|MS4A7 3,29
pregnancy-associated plasma protein A, pappalysin 1  [PAPPA 3,28

WNT inducible signaling pathway protein 3 WISP3 2,97
endothelin 1 EDN1 2,82
MARVEL domain containing 2 MARVELD?2 2,76
ephrin-A5 EFNA5 -2,01

family with sequence similarity 221, member A FAM221A -2,02

chloride channel, coltage-sensitive 6 CLCNG6 -2,03

CD9 molecule CD9 -2,04

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypetptide 46 DDX46 -2,04

ankyrin repeat domain 10 ANKRD10 -2,04

Aufgelistet sind jeweils die sechs Gene mit der starksten Uber- bzw. Unterexpression in den MSZ von AML-
Patienten (n_= 3) verglichen mit den MSZ knochenmarksgesunder Spender (n_= 3). Die fur die Analyse
verwendeten MSZ wurden in DMEM kultiviert. Angegeben ist der Wert, um den sich die Expression in den
leukédmischen von der Expression in den gesunden MSZ unterscheidet. MSZ: multipotente mesenchymale
Stromazellen; AML: Akute myeloische Leukdmie; DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium.
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5.2 Kultivierung von MSZ

Um die in der Analyse des Genexpressionsprofils ermittelte Uberexpression von STC-1 in
den MSZ von AML-Patienten zu verifizieren, wurden in der vorliegenden Arbeit STC-1-
Expressionsanalysen von weiteren MSZ-Proben durchgefuhrt. Dafiir wurden in einem ersten
Schritt MSZ aus Knochenmarksproben gesunder und leukdmischer Spender gewonnen und in
vitro kultiviert. Mit der Adhérenz am Boden der Zellkulturflaschen erfillten die Zellen bereits
ein erstes wichtiges Kriterium flr die Definition von MSZ. Bei einer Konfluenz von etwa 70
% erfolgte das Passagieren der MSZ-Kulturen in groRere Kulturflaschen, um den MSZ ein
noch stérkeres Wachstum zu ermoglichen. Zur Dokumentation wurden lichtmikroskopische
Aufnahmen angefertigt. In Abbildung 6 sind exemplarische Aufnahmen von MSZ eines
AML-Patienten an Tag 14 nach Kulturstart dargestellt. Die Zellen besitzen einen fir MSZ
charakteristischen Phénotyp mit langlichem Zytoplasma und spindelférmigen Zellauslaufern.
Auch die parallele Anordnung der Zellen ist ein typisches Merkmal von MSZ. Die linke
Aufnahme zeigt MSZ, die in DMEM, einem von uns standardmaBig verwendeten
N&hrmedium, kultiviert wurden (DMEM-MSZ). Demgegenuber sind rechts MSZ des
gleichen Spenders abgebildet, die in NH-Medium kultiviert wurden (NH-MSZ). Das NH-
Medium enthalt einen speziell fir die Kultivierung von MSZ entwickelten Zytokinmix. Der
Vergleich von DMEM-MSZ und NH-MSZ ergab keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der Zellmorphologie.

Abb. 6: Lichtmikroskopische Aufnahmen von MSZ zum Zeitpunkt der Expansion

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen représentativ den Phanotyp von MSZ eines AML-Patienten in
DMEM (A) und NH-Medium (B) zum Zeitpunkt der Expansion in groRere ZellkulturgefdRe (Tag 14 nach
Kulturstart). Die adhdrenten MSZ besitzen ein fiir ihren Zelltyp charakteristisches spindelférmiges Zytoplasma
mit langlichen Zellauslaufern. Ein weiteres MSZ-typisches Merkmal ist die dichte parallele Anordnung der
Zellen.
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5.2.1 Einfluss des Kulturmediums auf das Wachstum von MSZ

Um den Einfluss des Nahrmediums auf das Expansionsverhalten der MSZ zu untersuchen,
wurde jeweils eine DMEM- und eine NH-Kultur angefertigt. Beziiglich der Anordnung der
Zellen zueinander konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den in DMEM und den
in NH-Medium kultivierten MSZ beobachtet werden, sowohl die DMEM- als auch die NH-
MSZ waren Uberwiegend parallel zueinander ausgerichtet. Die Zelldichte war bei den NH-
MSZ jedoch deutlich hoher als bei den DMEM-MSZ, d.h. der Boden des Zellkulturgefalies
war bei den NH-Kulturen deutlich schneller komplett von adhérenten MSZ bedeckt. Das
Passagieren der MSZ von den 100 mm? Zellkulturschalen in die gréReren 75 cm?-
Zellkulturflaschen erfolgte bei den DMEM-MSZ (n = 7) im Durchschnitt nach 20,1 + 6,7
Tagen, bei den NH-MSZ (n = 7) nach 17,6 + 4,1 Tagen. Diese Diskrepanz deutet bereits auf
einen Vorteil des NH-Mediums hin, war jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Die Ernte der
MSZ erfolgte, sobald der Boden der Zellkulturflasche zu etwa 90 % von den adhé&renten MSZ
bewachsen war. Wie aus Abbildung 7 hervorgeht, war die Expansionsdauer (Zeit bis zur
Ernte der MSZ) bei den NH-MSZ signifikant kiirzer als bei den DMEM-MSZ. So konnten die
NH-MSZ (schwarzer Balken) bereits nach durchschnittlich 24 + 4,7 Tagen geerntet werden,
wéhrend die Ernte der DMEM-MSZ (grauer Balken) im Mittel erst nach 31,7 + 6,2 Tagen
erfolgte (p = 0,0318; n=7).

MSZ Kultivierung

p =0,0318

N
o
2

-

Expansionsdauer
(Tage)
N w
? o

[EnY
o
M

NH-Medium DMEM-Medium

Abb. 7: Expansionszeit von NH-MSZ und DMEM-MSZ

Es wurde die Expansionsdauer (Tage von Kulturstart bis zur Zellernte) von NH-MSZ (schwarzer Balken) und
DMEM-MSZ (grauer Balken) verglichen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £ SEM aus 7 MSZ-Kulturen; p =
0,0318. Der p-Wert wurde unter Anwendung des ungepaarten studentischen t-Tests bestimmt. NH-Medium:
MSZ-Medium mit speziellen Zytokinen zur Unterstiitzung des Wachstums von MSZ, DMEM: Dulbecco’s
modified eagle medium (Standard-N&hrmedium).
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Weiterhin war die Zellzahl zum Zeitpunkt der Ernte bei den NH-MSZ signifikant erhoht im
Vergleich zu den DMEM-MSZ [2,43x10" vs. 4,19x10° (p < 0,0051; n = 7)]. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 8 graphisch dargestellt (schwarzer Balken: NH-MSZ; grauer Balken:
DMEM-MSZ) und belegen die deutlich starkere Potenz des NH-Mediums verglichen mit dem
Né&hrmedium DMEM. Fir die nachfolgenden STC-1-Expressionsananalysen und die in vitro
Kulturen wurden daher ausschlielich MSZ verwendet, die in NH-Medium kultiviert worden

waren.
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Abb. 8: Zellzahlen von NH-MSZ und DMEM-MSZ zum Zeitpunkt der Ernte

Es wurden die Zellzahlen der NH-MSZ (schwarzer Balken) mit den Zellzahlen der DMEM-MSZ (grauer
Balken) verglichen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £ SEM aus 7 MSZ-Kulturen, p < 0,0001. Der p-Wert
wurde unter Anwendung des ungepaarten studentischen t-Tests bestimmt. NH-Medium: MSZ-Medium mit
speziellen Zytokinen zur Unterstiitzung des Wachstums von MSZ, DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium
(Standard-Nahrmedium).

5.2.2 Unterschiede zwischen MSZ von AML-Patienten und hamatologisch gesunden

Spendern

Zusétzlich wurden potentielle Unterschiede im Phanotyp und der Expansionsgeschwindigkeit
von MSZ aus dem Knochenmark von AML-Patienten (AML-MSZ) und knochenmarksgesun-
den Spendern untersucht. Bezliglich des Zellmorphologie konnten bei dem dieser Arbeit
zugrundeliegenden Kollektiv an MSZ-Proben insgesamt keine signifikanten Unterschiede
zwischen den leukdmischen MSZ und den MSZ gesunder Probanden beobachtet werden.
Auch die Expansionsdauer war bei beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich, es zeigte

sich jedoch ein leichter Trend zugunsten einer schnelleren Expansion der AML-MSZ.
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5.3 Charakterisierung der isolierten MSZ

5.3.1 Immunphé&notypische Charakterisierung der MSZ

Die immunphénotypische Charakterisierung der MSZ erfolgte anhand von durchflusszytomet-
rischen Messungen. Dafir wurden die MSZ zun&chst mit spezifischen fluoreszenz-
gekoppelten Antikorpern gefarbt und anschlieBend die Fluoreszenzintensitdten mit dem
FACSCalibur ermittelt. Fur die vorliegende Arbeit wurden MSZ von insgesamt sieben
unterschiedlichen Spendern kultiviert, dabei konnte die Expression der von der ISCT
geforderten Oberflachenantigene bei allen MSZ nachgewiesen werden. Dabei ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den AML-MSZ und den MSZ von hdmatologisch
gesunden Patienten. Auch die Kultivierung in unterschiedlichen Nahrmedien (DMEM bzw.
NH-Medium) beeinflusste das Oberflachenexpressionsprofil der MSZ nicht maRgeblich. In
Abbildung 9 sind représentativ anhand eines AML-Patienten die mit FlowJo erstellten
Grafiken der FACS-Analyse der Oberflachenantigene der MSZ dargestellt. Dabei sind jeweils
die Fluoreszenzintensitaten auf der Abszisse gegen den Anteil an der Gesamtheit der im
FACS gemessenen Zahlen auf der Ordinatenachse aufgetragen. Wie erwartet, exprimierten
die MSZ die Antigene CD73 (Abbildung 9D, blauer Graph), CD44 (Abbildung 9B, blauer
Graph), CD90 (Abbildung 9B, roter Graph), CD29 (Abbildung 9C, blauer Graph) und CD105
(Abbildung 9C, roter Graph). Ebenso waren die fur h&dmatopoetische Zellen spezifischen
Oberflachenantigene CD