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Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 1: Abkiirzungsverzeichnis

a Alpha

ABL Engl. ABL proto-oncogene

ad auffillen auf

Alix Engl. apoptosis-linked gene-2
(ALG-2) interacting protein X

ALR Engl. aldehyde reductase

AML akute myeloische Leukamie

ANGPT1 Angiopoietin 1

APL akute Promyelozytenleukamie

ASAT Aspartat-Aminotransferase

ASXL1 Engl. additional sex combs like
1

ATP Adenosintriphosphat

AZA 5-Azacytidin

BCR Engl. BCR activator of RhoGEF
and GTPase

BIT BSA, Insulin und Transferrin

CAR Engl. CXCL12-abundant
reticular

CBFB Engl. core-binding factor beta
subunit

CBL Engl. CBL proto-oncogene

(o)) Engl. cluster of differentiation

CEBPA Engl. CCAAT enhancer binding
protein alpha

CFU Engl. colony forming unit

CXCL12 Engl. CXC chemokine ligand 12
(=SDF-1)

CXCR Engl. CXC chemokine receptor

DEK Engl. DEK proto-oncogene

DMSO Dimethylsulfoxid

mn

DMSz Deutsche Sammlung fir
Mikroorganismen und
Zellkultur GmbH

DNS Desoxyribonukleinsadure

DNMT Engl. DNA methyltransferase

ELISA Engl. enzyme linked
immunoassay

ERK Engl. extracellular signal-
regulated kinase

ESCRT Engl. endosomal sorting
complex required for
transport

EV extrazelluldre Vesikel

EZH2 Engl. enhancer of zeste 2
polycomb repressive complex
2 subunit

FACS Engl. fluorescence-activated
cell sorting

FAS Fettsdure-Synthase

FasL Engl. Fas Cell Surface Death
Receptor-Ligand

FKS Fetales Kdlberserum

FL FLT3 Ligand

FLT3 Engl. FMS-like tyrosine kinase
3

GAB2 Engl. GRB2 associated binding
Protein 2

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

GATA2 Engl. GATA binding protein 2

GDI Engl. gdp dissociation inhibitor

Gly A Glykophorin A

GRB2 Engl. growth factor receptor

bound protein 2
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GTP Guanosintriphosphat

GPI Glucose-6-phosphat-
Isomerase

gy Gray

HBSS Hank's Balanced Salt Solution

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl) -
1piperazinyl) -
ethansulfonsdure

HLA Engl. human leukocyte antigen

HSP Hitzeschockprotein

HSZ hdamatopoetische Stammzelle

HUVEC Engl. human umbilical vein
endothelial cells

ICAM Engl. intercellular adhesion
molecule

IDH1/2 Engl. isocitrate dehydrogenase
1/2

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium

iL Interleukin

ITD Engl. internal tandem
duplication

KBE Koloniebildende Einheit

KBE-E Koloniebildende Einheit-
erythroid

KBE-GEMM | Koloniebildende Einheit-
granulozytar, erythroid,
makrophagozytar und
megakaryozytar

KBE-GM Koloniebildende Einheit-
granulozytar und
makrophagozytar

KIT Engl. KIT proto-oncogene

KM Knochenmark

KRAS Engl. KRAS proto-oncogene

LAMP Lysosomal-associated
membrane protein

LB Engl. lysogeny broth

LTC Engl. long-term culture

m mannlich

MACS Engl. magnetic assisted cell
sorting (=magnetische
Zellseparation)

MAP Engl. mitogen-activated
protein

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MECOM Engl. MDS1 and EVI1 complex
locus

MEM Minimum Essential Medium
Eagle

MHC Engl. major histocompatibility
complex

miRNS Mikro-RNS

MKL1 Engl. MRTFA,
myocardin related
transcription factor A

mi Milliliter

MLL Engl.
lysine methyltransferase 2A

MLLT3 Engl. MLLT3 super elongation
complex subunit

MLLT10 Engl. MLLT10 histone lysine
methyltransferase DOT1L
cofactor

ul Mikroliter

mRNA/RNS | Engl. messenger-RNA

MSz Mesenchymale Stammzelle

mut mutiert

MVP Engl. major vault protein
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MYH11 Engl. myosin heavy chain 11

NKG2D =KLRK1 (Engl. Killer Cell Lectin
Like Receptor K1)

nm Nanometer

NPM1 Engl. Nucleophosmin 1

NRAS Engl. NRAS proto-oncogene

NUP214 Engl. nucleoporin 214

PBS Engl. phosphate buffer saline

PCR Engl. polymerase chain
reaction

PD1 Engl. programmed cell death
protein 1

PDL1 Engl. programmed cell death
protein 1 ligand

PGAM Phosphoglyceratmutase

PGK1 Phosphoglyceratkinase 1

PGRL Engl. PG regulatory-like
protein

PHF6 Engl. PHD finger protein 6

PI3 Phosphoinositid-3

PKM1/M2 Engl. pyruvate kinase isozymes
M1/M2

PML Promyelozytenleukdamie

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PICALM Engl. phosphatidylinositol
binding clathrin assembly
protein

PRDX1 Engl. Peroxiredoxin-1

PTD Engl. Partial tandem
duplication

RAB Engl. Ras-related in brain

RAD21 Engl. RAD21 cohesin complex

component

RARA Engl. retinoic acid receptor
alpha

Ras Engl. Rat sarcoma

RBM15 Engl. RNA binding motif
protein 15

RhoA Engl. Ras homolog gene
family, member A

rpm Engl. rounds per minute

rRNS Ribosomale RNS

RT Raumtemperatur

RUNX1 Engl.
RUNX family transcription
factor 1

RUNX1T1 Engl. RUNX1 partner
transcriptional co-repressor 1

SAM S-Adenosyl-Methionin

SCF Engl. stem cell factor

scRNA/RNS | Engl. small cytoplasmic RNA

SDF-1 Engl. stromal cell-derived
factor 1 (=CXCL12)

SF3B1 Engl. Splicing Factor 3b
Subunit 1

SHC Engl. Src homology 2 domain
Containing Transforming
Protein

SHIP Engl. Src homology 2 domain
containing inositol
polyphosphate 5-phosphatase

SHP2 Engl. Src homology 2 domain-
containing phosphatase-2

SH2 Engl. Src-homology 2

SMC1/2 Engl. structural maintenance

of chromosomes 1/2




Abkirzungsverzeichnis

SNAP Synaptosomal-associated
protein

SNARE Engl. soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment receptor

snRNA/RNS | Engl. small nuclear RNA

snoRNA/RNS | Engl. small nucleolar RNA

SRSF2 Engl. serine and arginine rich
splicing factor 2

STAG2 Engl. stromal antigen 2

TEP Totalendoprothese

TET1/2 Engl.
tet methylcytosine
dioxygenase 1/2

TGF Engl. transforming growth
factor

TKD Tyrosinkinasedomane

TNF Tumornekrosefaktor

TPO Thrombopoetin

Vi

TP53 Engl. Tumor protein p53

TRAIL Engl. TNF-related apoptosis-
inducing ligand

t-RNA/RNS | Engl. transfer RNA

TSG101 Engl. Tumor susceptibility
gene 101

U2AF1 Engl. U2 small nuclear RNA
auxiliary factor 1

VPS Engl. Vacuolar protein sorting-
associated protein

w weiblich

WHO World Health Organization

WT Wildtyp

WT1 Engl. WT1 transcription factor

ZRSR2 Engl. zinc finger CCCH-type,
RNA binding motif and
serine/arginine rich 2

°C Grad Celsius
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Abstract

Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) induces bone marrow insufficiency with consecutive
pancytopenia leading to infection and major bleeding events. On the one hand, this is caused
by displacement of the healthy hematopoiesis due to massive expansion of the blast
population, on the other hand by remodeling of the bone marrow niche caused by the
malignant cells. The communication of AML cells with their niche is based on cell-cell contacts
as well as soluble factors. It is also assumed that extracellular vesicles (EVs) carrying small
RNAs, lipids and proteins, and which can be taken up by cells, play a role in this context. It is
therefore of interest to investigate the cargo of EVs secreted by AML cells and determine
whether it is modulated by anti-leukemia therapy, e.g. with hypomethylating agents such as
azacitidine, which are known to influence RNA synthesis. To this end, EVs of different subtypes
of AML and healthy donors were investigated. The FLT3-ITD mutation is the most frequently
described genetic aberration in AML and is associated with a poor prognosis, high blast counts,
increased risk of relapse and shorter overall survival. FLT3-ITD AML cells are protected from
chemotherapy by the bone marrow niche, which is why it was chosen as an AML entity to
compare to FLT-WT AML EVs. Immunophenotyping of EVs isolated from bone marrow of AML
patients compared to EVs of healthy donors showed significant differences in surface marker
expression: Whereas healthy EVs expressed CD41 (*p<0,05, healthy with AZA vs. AML-FLT3-
ITD with AZA), CD44 (*p<0,05, healthy without AZA vs. AML-FLT3-WT without AZA), CD64
(*p<0,05, healthy with AZA vs. AML-FLT3-WT with AZA) and CD81 (*p<0,05, healthy with AZA
vs. AML-FLT3-ITD with AZA), malignant EVs had a significantly different surface marker
expression pattern with expression of CD34 (**p<0,01, healthy without AZA vs. AML-FLT3-ITD
without AZA) and CXCR4 (*p<0,05, healthy without AZA vs. AML-FLT3-ITD without AZA).
Protein measurement of malignant vs. healthy EVs revealed a trend towards higher protein
levels in EVs derived from AML cells (n.s., p>0,05). In addition, this study did not show any
influence of soluble factors from malignant cells on the colony forming ability of healthy CD34*
cells. However, healthy CD34* cells are less likely to be attracted by stromal cells if they have
had previous contact with AML EVs. A modulation of the cargo of EVs by AZA could not be
clearly demonstrated, whereby the investigation of RNA of EVs was not part of this thesis.
Only slightly increased EV protein levels and a slightly altered expression of the EV surface

markers CXCR4, CD34, PD-1 and PDL-1 by AZA treatment was detected. In summary, these
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results suggest that AML EVs influence healthy hematopoiesis and the bone marrow

microenvironment.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die akute myeloische Leukamie (AML)

Die AML ist eine maligne Erkrankung des Knochenmarks, welche durch eine klonale
Vermehrung und einen Apoptose- und Differenzierungsblock myeloischer Vorlauferzellen
(sogenannter Blasten) charakterisiert ist. Die massive Proliferation der Blasten bedingt ein
Knochenmarkversagen mit Panzytopenie und konsekutiver Neigung zu opportunistischen
Infektionen sowie Andamie und Blutungsneigung, was unbehandelt innerhalb weniger Wochen
zum Tod des Patienten fiihrt (Deschler and Liibbert, 2006). Es wird zwischen priméarer und
sekunddrer AML unterschieden. Die primdre oder de novo AML entwickelt sich unabhangig
von einer vorhergehenden Knochenmark- oder Krebserkrankung. Eine sekundare AML kann
nach einer anderen hamatologischen Erkrankung wie einem myelodysplastischem Syndrom
oder einer myeloproliferativen Erkrankung entstehen. Die AML kann auch durch Chemo- oder
Strahlentherapie induziert werden (t-AML). Die Inzidenz liegt bei circa 3,2 Fallen pro 100 000
Einwohner und steigt mit dem Alter an (Howlader et al., 2020). Bei der AML handelt es sich
um eine heterogene Gruppe von Erkrankungen. Die Diagnose der AML basiert auf
zytomorphologischen sowie immunphanotypischen, als auch molekular- und zytogenetischen
Analysen (Dohner et al., 2017). Ab einem Infiltrationsgrad des Knochenmarks von mehr als 20
% myeloischer Blasten oder Nachweis Ubergleich 20 % im peripheren Blut sind laut World-
Health-Organization (WHO) Klassifikation die Kriterien fir die Erstdiagnose AML erfillt. Eine
genauere Subtypen-Unterteilung erfolgt im Rahmen der WHO Klassifikation von 2016 (siehe
Tabelle 2) (Arber et al., 2016).

Tabelle 2: WHO Klassifikation 2016 von myeloischen Neoplasien und akuter Leukdmie (Arber et al., 2016)
Akute myeloische Leukdmien und verwandte Neoplasien

AML mit rekurrenten genetischen Anomalien

AML mit t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL mit t(15;17)(q22;912); PML-RARA

AML mit t(9;11)(p22;923); MLLT3-KMT2A

AML mit t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(g21926.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
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Provisorische Entitat: AML mit BCR-ABL1
AML mit mutiertem NPM1
AML mit biallelischen Mutationen von CEBPA

Provisorische Entitat: AML mit mutiertemn RUNX1

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasie

AML, nicht anderweitig klassifiziert

AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute myelomonzytdre Leukamie

Akute monoblastische/monozytadre Leukdamie

Reine Erythroleukamie

Akute Megakaryoblastenleukamie

Akute Basophilenleukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myeloisches Sarkom

Myeloische Down-Syndrom-assoziierte Proliferation

Transiente abnormale Myelopoese

Myeloische Leukdamie beim Down-Syndrom

Zyto- und Molekulargenetik sind fiir die Prognoseeinschatzung und Wahl der Therapie von
grofler Bedeutung (Grimwade and Hills, 2009). Neben dem Alter haben sie den groRten
Einfluss auf die Prognose. Mit zunehmendem Alter wird aufgrund von eingeschrankteren
Therapiemoglichkeiten  seltener eine komplette Remission erreicht und die
Wahrscheinlichkeit fir ein Rezidiv nimmt zu (Juliusson et al., 2012). Die zyto- und
molekulargenetischen Verdnderungen bei Erstdiagnose einer AML wurden nach der
Klassifikation des european leukemia network (ELN) in prognostische Gruppen unterteilt
(siehe Tabelle 3) (Doéhner et al., 2017). Es wird zwischen den Risikogruppen ginstig,
intermedidr und unglinstig unterschieden. Die ELN Klassifikation definiert vier verschiedene
FLT3-ITD-Genotypen basierend auf der FLT3-ITD-Mutationslast und dem NPM1-
Mutationsstatus: (I) NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD oder mit niedriger FLT3-ITD Mutationslast
(<0,5) mit glinstigem Risiko. (1) NPM1 Mutation mit FLT3-ITD und hoher Mutationslast (>0,5)
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mit intermedidrem Risiko. (Ill) Keine NPM1 Mutation und keine FLT3-ITD bzw. FLT3-ITD <0,5
(ohne unglinstige zytogenetische Aberrationen) mit intermedidrem Risiko. (IV) Keine NPM1

Mutation aber FLT3-ITD 20,5 mit unglinstigem Risiko (Dohner et al., 2017).

Tabelle 3: Zyto- und molekulargenetische Risikogruppen gemaR der ELN Klassifikation (Dohner et al., 2017)

Risikogruppen | Zyto- und molekulargenetische Veranderungen

Giinstig £(8;21)(922;022); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD oder mit niedriger FLT3-ITD Mutationslast
(<0,5)

Biallelische CEBPA Mutationen
Intermediar NPM1 Mutation mit FLT3-ITD und hoher Mutationslast (=0,5)

Keine NPM1 Mutation und keine FLT3-ITD bzw. FLT3-ITD <0,5 (ohne
ungiinstige zytogenetische Aberrationen)

t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

zytogenetische Aberrationen, welche nicht als giinstig oder ungiinstig
eingestuft werden

Ungilinstig t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearrangiert

t(9;22)(g34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3926.2) oder t(3;3)(921.3;926.2); GATA2-MECOM (EVI1)
-5 oder del(5q); -7; -17/abnl(17p)

Komplexer Karyotyp (= 3 unabhangige Aberrationen)

Monosomaler Karyotyp (eine Monosomie auller Verlust des X- oder Y-
Chromosoms zusammen mit mindestens einer zusatzlichen Monosomie
oder strukturellen Abnormitat)

Keine NPM1 Mutation aber FLT3-ITD 20,5
RUNX1-Mutation

ASXL1-Mutation

TP53-Mutation

Genetische Veranderungen, die zur Entstehung einer akuten myeloischen Leukdamie fihren,
sind sehr komplex. Nur wenige Treibermutationen geniigen zur vollen Ausbildung einer
Leukamie. Die Mutationen treten haufig in einem mehrstufigen Prozess auf. Zunachst findet
eine initiierende Mutation statt (beispielsweise NPM1 oder DNMT3A), anschlieend kommen

weitere kooperierende Mutationen hinzu (Welch et al., 2012). Dies sind haufig Mutationen in

3
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Genen, welche Proteine kodieren, die in Signaltransduktion und Proliferation involviert sind
(Kelly and Gilliland, 2002; Swerdlow et al., 2017). Durch moderne Hochdurchsatz-
Sequenzierung werden immer mehr genetische Aberrationen entdeckt. Diese kdnnen gemal
ihrer biologischen Funktion klassifiziert werden. Die FLT3-ITD-Mutation gehort zur Gruppe der

aktivierenden Mutationen der Signaltransduktion (Ley et al., 2013).

Tabelle 4: ,, The Cancer Genome Atlas” (Ley et al., 2013)

Kategorie ‘ Genmutationen

Fusionen von Transkriptionsfaktor-Genen PML-PARA, MYH11-CBFB, RUNX1-
RUNX1T1, PICALM-MLLT10
Nukleophosmin 1-Mutationen NPM1
Mutationen in Tumorsuppressorgenen TP53, PHF6, WT1
Mutationen in Genen der DNS-Methylierung DNMT3A, DNMT3B, DNMT],
TET1, TET2, IDH1, IDH2
Aktivierende Mutationen der Signaltransduktion FLT3, KIT, KRAS, NRAS
Mutationen von Chromatin-Modifikatoren MLL-PTD, ASXL1, EZH2
Mutationen von myeloischen RUNX1, CEBPA
Transkriptionsfaktoren
Mutationen im Kohesin-Komplex STAG2, RAD21, SMC1, SMC2
SpleiBosomen-Mutationen SRSF2, U2AF1, ZRSR2

Die Therapie der AML ist heute mehr und mehr individualisiert. Die Therapie-Intention ist bei
jingeren und &lteren fitten Patienten kurativ. Bei biologisch vorgealterten Patienten oder
Patienten mit erheblichen Komorbiditdten sollte aufgrund der hohen Toxizitdt und
Frihsterblichkeit bei einer nur geringen Chance einer Langzeitremission eine intensive
kurative Therapie genauestens evaluiert werden (Kantarjian et al., 2006). Neben supportiver
Therapie sollten das Behandlungsregime individuell gewahlt werden. So konnen
beispielsweise hypomethylierende Substanzen wie Azacitidine und Decitabine oder aber auch
niedrig dosiertes Cytarabin sowie Best Supportive Care (BSC) in palliativer Intention
empfohlen werden (Dohner et al.,, 2010; Fenaux et al., 2010). Bei einem kurativen
Therapieansatz erfolgt eine Induktionstherapie mit dem Ziel einer kompletten Remission

gefolgt von einer Konsolidierungstherapie. Diese dient dem Erhalt der anhaltenden Remission
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(D6hner et al., 2010). Aktuell riicken immer mehr zielgerichtete Therapien in den Fokus.

Daneben spielt aber auch epigenetische Regulation eine Rolle.

1.2 Die hypomethylierenden Substanzen

5-Aza-2'- NH2

Cytidin NH2 5-Azacytidin NH2 desoxycytidin
EKN NN
HO | N /&O HO " /go H
) @)

OH OH OH OH

Abbildung 1: Chemische Struktur von Cytidin, Azacitidin und Decitabin. Strukturelle Unterschiede sind in Blau
dargestellt. Abbildung nach (Diesch et al., 2016).

@)

Aktuell sind die Azanukleotide Azacitidin (AZA) und Decitabin fiir die Behandlung einer AML
zugelassen. AZA wird in Europa bei Patienten mit AML, die mindestens 65 Jahre alt sind
und/oder fir eine intensive Therapie mit allogener Stammzelltransplantation nicht in Frage
kommen, eingesetzt (Diesch et al., 2016). Azanukleotide sind chemische Analoga des
Nukleosids Cytidin. AZA (=5-Azacytidin) besitzt im Vergleich zu Cytidin an der fiinften Position
ein Stickstoffatom. Decitabin (=5-Aza-2-desoxycytidin) ist ein Analogon mit Desoxyribose. AZA

wird groBtenteils in RNS, ein kleiner Teil aber auch in DNS eingebaut, wohingegen Decitabin

5-Azacytidin
NH,
!
N/go
!
Cytosin ‘l 5-Methylcytosin

NH, NH,

X H,C
SN DNMT } SN

| |
N/l\o SAM mm N/go

Abbildung 2: Methylierung von Cytosin und dessen Hemmung durch 5-Azacytidin. Der Einbau von 5-Azacytidin
behindert die DNS-Methylierung durch irreversible Hemmung der DNMT. Abbildung nach (Wagener and Mller,
2010).
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nur mit DNS interagiert. Beide hemmen die DNS-Methyltransferasen (DNMT) irreversibel,
insbesondere DNMT1, und verursachen eine Demethylierung (Diesch et al., 2016; Leonhardt
et al., 1992). In Krebsepigenomen sind lokale CpG-Inseln von Tumorsuppressorgenen hyper-
und Cytosine in CpG-Dinukleotiden allgemein hypomethyliert (Sproul and Meehan, 2013).
Beim Gesunden sind CpG-Inseln lGberwiegend unmethyliert (Deaton and Bird, 2011). Durch
eine Methylierung von CpG-Inseln wird das entsprechende Gen nicht abgelesen, was zum
Abschalten von Tumorsuppressorgenen (Sproul and Meehan, 2013) und damit
unkontrolliertem Wachstum von Tumorzellen fiihren kann (Esteller, 2007). Durch den Einsatz
hypomethylierender Substanzen kann die Stilllegung von Tumorsuppressorgenen aufgehoben
werden. Neben der Hypomethylierung bewirken Azanukleotide eine direkte Zytotoxizitat

durch den Einbau in die DNS beziehungsweise RNS (Diesch et al., 2016).

Unmethylierte CpG-Inseln

[ O O O O I O
CpG CpG CpG CpG Gen wird transkribiert . (.GCpG  CpG CPGCPG  CpG CPGCPG
Normal [ | | | | [ | | [ |
Promoterbereich
i i i)
CpG CpG CpG CpG tGr::s"l‘("r::I'e“rctht CpG CpGCpG  CpG CpGCpG  CpG CpGCpG
Tumor [ I | | | | [ | [ | ]

Promoterbereich

Hypermethylierte CpG-Inseln

Abbildung 3: Verteilung von CpG-Dinukleotiden im menschlichen Genom und Unterschiede im
Methylierungsmuster zwischen normalen und Tumorzellen. In normalen Zellen sind CpG-Inseln, die
Promoteren enthalten, unmethyliert und werden transkribiert, wahrend andere CpG-Dinukleotide im
Allgemeinen methyliert sind. Bei Krebsepigenomen sind lokale CpG-Inseln von Tumorsuppressorgenen
hypermethyliert und Cytosine in CpG-Dinukleotiden hypomethyliert (Sproul and Meehan, 2013; Moison et al.,
2014).

1.3 Die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) ist eine membrangebundene Rezeptortyrosinkinase (Rosnet
et al., 1991). Zusammen mit seinem Ligand FL spielt sie eine Schlisselrolle bei der
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von hamatopoetischen Zellen (Grafone et al.,
2012). Der FLT3-Rezeptor besteht aus vier Regionen. 1) Eine N-terminale extrazelluldre Region,
die sich aus fiinf Immunglobulin-dhnlichen Domé&nen zusammensetzt. Die drei distalen

Domanen sind an der Ligandenbindung beteiligt, die zwei proximalen an der Dimerisierung
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des Rezeptors. Il) Eine transmembrandse Domane. lll) Eine juxtamembrandse Domaéne. V)
Eine C-terminale intrazelluldre Region. Die letztgenannte Region besteht aus zwei
Tyrosinkinasedomanen, welche durch eine Interkinasedomane miteinander verbunden sind

(Agneés et al., 1994).

Immunglebulin-
ahnliche Doménen

Transmembrandomane

Plasmamembran

Juxtamembrandse
Domane
Tyrosinkinasedomane 1
Interkinasedoméane
Tyrosinkinasedomane 2

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aufbaus des FLT3-Rezeptors. Die extrazelluldre N-terminale
Immunglobulin-dhnliche Domaénen, die transmembrandse Domadne, die juxtamembrandse Domane, die
Interkinasedoméane und die C-terminalen Tyrosinkinasedomanen werden gezeigt. Abbildung nach (Grafone et
al., 2012).

Die Funktion des FLT3-Rezeptors ist von der Aktivitdt seines Liganden FL abhangig. Fast jedes
Gewebe exprimiert FL (Levis and Small, 2003). Die Ligandenbindung an den monomeren,
unphosphorylierten FLT3 Rezeptor fiihrt zu einer Dimerisierung. Dadurch liegen die
Tyrosinkinasendomdnen nebeneinander und kénnen sich gegenseitig phosphorylieren.
Dadurch wird die Kinaseaktivitat gesteigert. Sie kann andere Substrate in der Zelle und
Tyrosinreste der zytosolischen Domane des Rezeptors phosphorylieren. Die neu geschaffenen
Phosphotyrosinreste fungieren als Kopplungspunkte fir weitere Signaltransduktionswege
(Griffith et al., 2004; Rassow, 2012). Das Binden der Signaltransduktionsmolekiile an
Phosphotyrosinreste erfolgt mithilfe sogenannter SH2-Doménen. Uber die SH2-Domé&nen
konnen Signalmolekiile aktiviert werden (Rassow, 2012). Zu diesen Proteinen gehoren
beispielsweise SHC, SHP2, SHIP, CBL, CBL-b, GAB2 oder GRB2 (Schnittger, 2011; Grafone et al.,
2012). Dadurch werden Signalkaskaden wie der MAP-Kinase- und PI3-Kinase-Weg in Gang
gebracht. Sie regulieren im Zellkern die Transkription von Genen, die fiir Wachstum und

Differenzierung verantwortlich sind (Rassow, 2012).
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PI3-Kinase-Weg MAP-Kinase-Weg

Abbildung 5: Darstellung der Signalkaskaden, die durch den FLT3-Rezeptor aktiviert werden kénnen. Die
Bindung des FL-Liganden fiihrt zu einer Dimerisierung des FLT3-Rezeptors und Phosphorylierung der TKD.
AnschlieRend kénnen Signalkaskaden aktiviert werden. Abbildung nach (Grafone et al., 2012).

Mutationen im FLT3-Gen sind die bei der AML am haufigsten beschriebenen genetischen
Aberrationen (Kottaridis et al., 2003). Eine Langenmutation in der juxtamembrandsen
Domane (FLT3-ITD) ist bei 24 % der Patienten nachweisbar. Punktmutationen oder kleine
Deletionen in der zweiten Tyrosinkinasedoméane (TKD) treten bei bis zu 7 % der AML-Falle auf.
Die FLT3-ITD-Mutation fihrt durch Autophosphorylierung zu einer konstitutiven, Liganden-
unabhangigen Aktivierung der vom Gen kodierten Kinase (Gilliland and Griffin, 2002). Eine
FLT3-ITD-Mutation wird mit einer deutlich schlechteren Prognose, Leukozytose, hohen
Blastenanzahl, erhohtem Risiko fiir einen Rezidiv und einem kirzerem Gesamtiiberleben
assoziiert (Kottaridis et al., 2003). GemalR ELN Klassifikation liegt bei einer hohen
Mutationslast von FLT3 und simultaner Mutation von NPM1 ein intermediares Risiko, bei

fehlender Mutation von NPM1 ein hohes Risiko vor (Déhner et al., 2017).

G ©
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1.4 Die hamatopoetische Stammazelle (HSZ) und ihre Nische

Die HSZ ist der Ausgangspunkt der Himatopoese. Sie sorgt fiir die Blutzellproduktion wahrend
des gesamten Lebens. Die HSZ ist definiert durch ihre Selbsterneuerung und ihre Pluripotenz,
das heillt eine einzelne Stammzelle kann jede der verschiedenen reifen funktionellen
hdmatopoetischen Zellen generieren: 1) Erythrozyten, die den Sauerstofftransport
bewerkstelligen. Il) Thrombozyten, die mit BlutgefaBen und I6slichen Gerinnungsfaktoren
interagieren und so die Blutgerinnung regulieren. lll) Leukozyten, die das angeborene und
erworbene Immunsystem bilden (Ng and Alexander, 2017). Daneben besitzt die HSZ die
Fahigkeit des Homings. Bei diesem Prozess gelangen im peripheren Blut zirkulierende HSZ,
nachdem sie an Endothelzellen gebunden haben und durch sie hindurch gewandert sind,
zurick in die Stammzellnische im Knochenmark. Dieser Vorgang erfolgt u. a. Gber Attraktion
durch CXCL12, welches auch SDF1 genannt wird. Dieses wird von Stromazellen im
Knochenmark produziert und bindet an CXCR4 auf der HSZ (Ara et al., 2003). Fur den Erhalt
der HSZ und der normalen Hamatopoese spielt die hamatopoetische Stammzellnische eine
wichtige Rolle. Die Stammazellnische ist ein spezialisiertes Mikromilieu, in welchem die HSZ
residieren und interagieren. Dieses Knochenmarkmikromilieu setzt sich aus nicht-zellularen
und zellularen Komponenten zusammen. Die nicht-zelluliren Bestandteile bilden
extrazelluldre Matrixproteine wie Kollagen, Fibronectin, Laminin oder Hyaluronsaure
(Schroeder et al., 2016). Die Knochenmarkszellen bestehen aus endothelialen Zellen und
mesenchymalen Stromazellen. Die endothelialen Zellen bilden Sinusoide und Arteriolen.
Mesenchymale Stromazellen kdnnen in die adipogene, chondrogene oder osteogene Richtung
differenzieren. (Beerman et al., 2017). Auch andere hamatopoetische Zellen wie
Megakaryozyten (Bruns et al., 2014; Zhao et al., 2014), Makrophagen (Winkler et al., 2010)
und auch das sympathische Nervensystem (Katayama et al., 2006) werden zur
Stammazellnische gerechnet. Die Innervation durch das sympathische Nervensystem reguliert
die Mobilisation der HSZ durch eine circadiane Freisetzung von Noradrenalin, welche die
CXCL12-Expression moduliert (Katayama et al., 2006; Méndez-Ferrer et al., 2008).
Hamatopoetische Zellen, wie Makrophagen oder Megakaryozyten kénnen ein Feedback an
die Nische geben um die Migration und Proliferation von HSZ zu beeinflussen (Boulais and
Frenette, 2015). Viele HSZ sind in Kontakt mit ,,CXCL12 abundant reticular” Zellen (CAR-Zellen).

Diese exprimieren grolRe Mengen von CXCL12. CXCL12 ist von grolRer Bedeutung flr den Erhalt



Einleitung

des ruhenden Stammzellpools (Sugiyama et al., 2006). Daneben spielen verschiedene
perivaskuldre stromale Zellen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Funktion der HSZ. Die
Kommunikation innerhalb der Nische erfolgt tGiber zellgebundene Molekiile wie Adhdsine oder
Notch-Liganden und Bindung sekretierter Zytokine wie SCF, TGF-1, CXCR4, ANGPT1 oder TPO
an ihren entsprechenden Oberflachenrezeptor auf der HSZ (Schroeder et al., 2016). Die Nische
ist wichtig fur die Regulierung der Stammzellen, indem sie ein Gleichgewicht zwischen
Differenzierung und Selbsterneuerung aufrechthalt (Beerman et al., 2017). Beim Erwachsenen
befinden sich die meisten HSZ in einem ruhenden Stadium, welches sie vor einem DNS-
Schaden beschitzt und die Fahigkeit zur Langzeitrepopularisierung sicherstellt (Cheshier et

al., 1999; Arai et al., 2004).

CXCL12

Ny - CAR-Zelle

Sinusoid oder ein
anderes Blutgefal

K,

mesenchymale
Stromazelle

)

Mega ka ryozyt

\ Adipozyt

|6sliche Faktoren sympathische Nervenzelle

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Stammzellnische. Sie besteht aus einem komplexen Netzwerk von

zellularen und azelluldaren KOmponenten. Endotheliale und mesenchymale Zellen unterstitzen den Erhalt der
hamatopoetischen Stammzelle. Wahrscheinlich tragen auch andere Zellen wie sympathische Nervenzellen, CAR-
Zellen, Megakaryozyten und Makrophagen zur Nische bei. Abbildung nach (Beerman et al., 2017).

Anderungen in dieser hiamatopoetischen Stammzellnische kénnen zur Entwicklung von
Leukdmien beitragen. Leukdmiezellen ordnen die Nische oft neu, um ihr eigenes Uberleben
und Wachsen zu unterstiitzen (Kumar et al., 2016). Chromosomale Verdanderungen oder
Genmutationen fiihren zu einer Transformation der HSZ in eine leukdamische Stammzelle, die
sich selbst erneuern kann und leukamische Blasten hervorbringt. Aktuelle Chemotherapeutika

konnen diese leukdamischen Blasten erfolgreich angreifen. Haufig kommt es dennoch zum

10
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Rezidiv, weil sich nicht jede leukdmische Zelle in Zellteilung befindet oder durch die
Knochenmarksnische geschiitzt wird (Kumar et al., 2016). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
konnten wir zeigen, dass FLT3-ITD leukamische Stammzellen durch die Nische vor
Chemotherapie geschiitzt sind, was durch AZA durchbrochen werden kann (Garz et al., 2017).
AZA wiederum beeinflusst auch direkt die Fahigkeit von mesenchymalen Stromazellen

maligne Stammzellen zu unterstiitzen (Wenk et al., 2018).

1.5 Die extrazelluldren Vesikel (EV) und das endosomale System

1.5.1 Einleitung

Interzelluldire Kommunikation kann bei benachbarten Zellen durch direkte Zellkontakte
betrieben werden, bei entfernten Zellen durch Sekretion von Hormonen und Zytokinen
(Camussi et al., 2010). Eine weitere Moglichkeit der Verstandigung zwischen den Zellen ist der
Transfer von EV. Sie dienen als Transportmittel fiir Proteine, Lipide und RNS und kdnnen
selektiv von benachbarten oder entfernten Zellen aufgenommen werden und

Empféangerzellen umprogrammieren (Raposo and Stoorvogel, 2013).

1.5.2 Die verschiedenen Typen von EV

Zellen setzen in ihre Umgebung verschiedene Typen von EV frei. Die bekanntesten sind die
Exosomen, Mikrovesikel und apoptotischen Kérperchen. Als Exosomen werden Abkémmlinge
von multivesikularen Endosomen bezeichnet. Sie entsprechen den intraluminalen Vesikeln,
die wahrend der Endosomenreifung durch Einwartsstilpen der duRReren endosomalen
Membran gebildet werden. Die multivesikuldren Endosomen kdnnen mit der Plasmamembran
fusionieren und ihre intrazelluldren Vesikel in den Extrazellularraum abgeben. Sie kdnnen aber
auch mit Lysosomen verschmelzen und abgebaut werden. Exosomen sind ca. zwischen 40 und
100 nm grofl. Wohingegen sich Mikrovesikel direkt von der Plasmamembran durch
Auswartsstilpen abschniiren und zwischen 100 nm und 1 um grof8 sind. Apoptotische
Koérperchen entstehen durch die Fragmentation von apoptotischen Zellen. Sie haben eine
GroRRe von 500 nm bis 5 um (Giebel, 2017; Raposo and Stoorvogel, 2013) und enthalten

intrazellulare Fragmente, Zellorganelle, Membranen und zytosolische Inhalte (Théry et al.,
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2001). Bis jetzt gibt es weder Marker fir eine genaue Differenzierung zwischen Exosomen,
Mikrovesikeln oder apoptotischen Kérperchen, noch sind gut entwickelte Techniken zur
Aufreinigung bestimmter EV-Subtypen verfligbar (Raposo and Stoorvogel, 2013). Die
Komplexitat wird verstarkt durch die Tatsache, dass sich EV auch abhdngig vom
Ursprungszelltyp und Zustand der Zelle (zum Beispiel transformiert, differenziert, stimuliert

oder gereizt) unterscheiden (Zhang et al., 2019).

W

Golgi-
Apparat

- Frihe
. Endosomen
Endoplasmatisches

Retikulum | MIKROVESIKEL
* GroBe: 100 nm—1 pm ‘
Multivesikulare * Abschniirung von der

Endosomen Plasmamembran durch
Lysosomen l Auswartsstiilpung

©
|

APOPTOTISCHE KORPERCHEN

EXOSOMEN * GroBe: 500 nm -5 pum

* GroRe: 40 - 100 nm * Fragmentationvon

* Fusion von multivesikularen apoptotischen Zellen X
Endosomen mit der

Plasmamembran

Abbildung 7: Schematische Darstellung der bekanntesten Typen von extrazelluldren Vesikeln: Exosomen,
Mikrovesikel und apoptotische Korperchen. Exosomen werden intrazellular generiert aus multivesikularen
Endosomen. Mikrovesikel werden durch Abknospen von der Plasmamembran gebildet. Apoptotische
Kérperchen entstehen bei der Fragmentation von Zellen, die in Apoptose gehen. Abbildung nach (Rufino-Ramos
et al., 2017; Jaiswal and Sedger, 2019).

1.5.3 Zusammensetzung von EV

Der Inhalt von EV setzt sich aus Lipiden, Proteinen, RNS und DNS zusammen. EV enthalten
keine Zellorganelle (Raposo and Stoorvogel, 2013). Es wurde bisher eine Vielfalt verschiedener
Elemente von unterschiedlichen Zelltypen gefunden, etwa 4400 Proteine, 194 Lipide, 1639
MRNA und 764 miRNA (Zhang et al., 2019; Kim et al., 2013; Mathivanan et al., 2012). Die
ersten Proteine, die entdeckt wurden, waren MHC-Klasse II-Molekiile und Tetraspanine
(Raposo et al., 1996; Escola et al., 1998). Tetraspanine, wie CD63, CD81, CD37 und CD82,
gehoren zu einer Proteinfamilie, die sich aus vier Transmembrandomanen zusammensetzt

und auf spaten endozytischen Kompartimenten angereichert wird (Escola et al., 1998; Hemler,
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2003). Nach der ersten Proteomuntersuchung von Théry et al kamen weitere Proteine hinzu
(Théry et al., 2001). Die meisten Proteine in Exosomen sind als Folge ihres Ursprungs verwandt
mit endozytischen Kompartimenten. Exosomen beinhalten zytosolische Proteine, wie
Proteine, die fiir die Bildung von multivesikularen Endosomen mit verantwortlich sind (Alix,
TSG 101), oder Hitzeschockproteine (HSP70, HSP90), die bei Stressreaktionen eine grofRe Rolle

spielen (Vlassov et al., 2012).

“\

\ ‘ 4 MHC-Klasse I/11
N\

= 4

Tetraspanine: ‘ ‘Q\\\\ \ DNS, RNS (mRNA,

CD63,CD81, & % Y S (miRNA, etc)

CD37, CD82,
CD9

Proteine:
Aktin, Tubulin,
Cofilin, Profilin

ESCRT Komponente:
Alix, Tsg101 Antiapoptose:
Thioredoxin Peroxidase I,

Alix, 14-3-3, Galectin3
Hitzeschockproteine:

Membranfusions-/
-transportproteine:

Lipiddoppelschicht:
Annexin, Rab

Cholesterol,
Sphingomyelin,
Glycosphingolipide,
Phosphatidylserin

Abbildung 8: Struktur und Zusammensetzung von Exosomen. Exosomen bestehen aus einer
Phospholipiddoppelmembran. Die Zusammensetzung ist abhdngig vom Ursprung des Zelltyps und dessen
Zustand. Exosomen beinhalten Nukleinsdauren und Proteine wie Tetraspanine, ESCRT-Komponenten, Enzyme,
zytoskelettale, Hitzeschock-, Antiapoptose-, Signaltransduktions-, Antigenprasentations- und Membranfusions-
/transportproteine. Abbildung nach (Colombo et al., 2014).

Daneben gibt es mit dem Zytoskelett verwandte Proteine (Cofilin und Profilin),
Membranfusions-/-transportproteine (Annexine und Rab) und Signalfaktoren (Syntenin). Des
Weiteren wurden auch Proteine gefunden, die mit der Apoptose in Zusammenhang stehen,
wie Thioredoxin Peroxidase Il, Alix, 14-3-3 und Galectin-3 (Théry et al., 2001). Eine detaillierte

Zusammenfassung der Proteine, die bisher gefunden wurden, findet sich in Tabelle 5.
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Tabelle 5: Proteinkomponenten von Exosomen (Choi et al., 2015; Simpson et al., 2008; Natasha et al., 2014;

Yellon and Davidson, 2014; Zhang et al., 2019)

Protein Kategorie und Beschreibung Beispiele

Tetraspanine

CD9, CD63, CD81, CD82, CD37, CD53

Hitzeschockproteine (HSP)

HSP90, HSP70, HSP27, HSP60

Zelladhdsion

Integrine, Lactadherin, ICAM 1

Antigenprdsentation

MHC I/

Biogenese von multivesikuldren
Endosomen

Tsgl101, Alix, Vps, Rab

Membrantransport

LAMP 1/2, CD13, PGRL

Signalproteine

Ras, ERK, Shp2, GDI, Syntenin-1, 14-3-3, RhoA

Zytoskelettkomponenten

Aktin, Cofilin-1, Moesin, Myosin, Tubulin, Erzin,
Radixin, Vimentin

Transkription und Proteinsynthese

Histone 1, 2, 3, Ribosomale Proteine, Ubiquitin,
MVP, Komplementfaktor 3

Metabolische Enzyme

FAS, GAPDH, PGK1, PGAM, PKM1/M2, ATP Citrat-
Lyase, ATPase, GPI, PRDX1, ASAT, ALR

Membranfusion

Ras, Annexine, SNAP, Dynamin, Syntaxin-3

Antiapoptose

Alix, Thioredoxine, Peroxidase

Wachstumsfaktoren und Zytokine

TNF-a, TNF Rezeptor, TGF-3

Todesrezeptoren

FasL, TRAIL

Eisentransport

Transferrinrezeptor

Neben den Proteinen sind Lipide ein Bestandteil von Exosomen. Im Vergleich zur
Plasmamembran enthalten Exosomen von verschiedenen Zellen mehr Cholesterol,
Sphingomyelin, Glycosphingolipide und Phosphatidylserin und weniger Phosphatidylcholin
(Skotland et al., 2017). Auch RNS konnte in extrazelluldren Vesikeln gefunden werden. mRNS
und miRNS kénnen zwischen Zellen hin und her transportiert werden (Ratajczak et al., 2006a;
Valadi et al., 2007). Mit EV assoziierte mRNS kann in den Zielzellen in Proteine translatiert
werden (Valadi et al.,, 2007; Ratajczak et al., 2006b). miRNS kann die Genexpression in
Empfangerzellen regulieren, indem sie die Translation von mRNS in Proteine unterdrickt
(Pegtel et al., 2010). Durch Sequenzierung konnten weitere RNS-Spezies in EV nachgewiesen
werden, wie t-RNS, r-RNS, nicht-kodierende RNS, snRNS, snoRNS und scRNS (Bellingham et al.,
2012; Huang et al., 2013). Daneben wurde einzel- und doppelstrdangige DNS in EV gefunden
(Balaj et al., 2011; Guescini et al., 2010; Thakur et al., 2014). Da alle Studien zur Isolation der
Exosomen die Ultrazentrifugation verwenden, bleibt unklar, ob es sich nicht um eine Ko-

Isolation von DNS aus apoptotischen Korperchen, Mikrovesikel oder Proteinkomplexen
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handelt (Bebelman et al., 2018). Zusammenfassend sollte man EV als extrazelluldre Organelle
ansehen, welche sich aus verschiedenen spezifischen Lipiden, Proteinen und RNS
zusammensetzen und Signale von der Signal sendenden Zelle zur Signal empfangenden Zelle

Ubertragen (Ludwig and Giebel, 2012).

1.5.4 Die Biogenese von EV

Da Exosomen in multivesikularen Endosomen gebildet werden und Mikrovesikel durch direkte
Abknospung von der Plasmamembran entstehen, unterscheiden sich die Mechanismen, die
an ihrer Bildung beteiligt sind. Die intraluminalen Vesikel der multivesikularen Endosomen
entstehen durch laterale Abtrennung der Membran von Endosomen, Einwartsknospung und
Abschnirung von Vesikeln (Raposo and Stoorvogel, 2013). Intraluminale Vesikel konnen auf
verschiedenen Wegen gebildet werden. Dies kann endosomal sorting complex required for
transport (ESCRT) abhdngig oder unabhangig geschehen. Die ESCRT unabhangige Bildung von
intraluminalen Vesikeln erfordert die Sphingomyelinase. Diese produziert das Sphingolipid
Ceramid, welches in Exosomen angereichert gefunden wird (Trajkovic et al., 2008). Die
kegelformige Struktur des Ceramids verursacht moglicherweise spontane negative
Wodlbungen der endosomalen Membran, wodurch das Einwartsknospen geférdert wird
(Castro et al., 2014). Bei der ESCRT abhangigen Vesikelbildung wird der ESCRT-Komplex
bendtigt. Dieser setzt sich aus vier weiteren Proteinkomplexen zusammen: ESCRT-0 erkennt
markierte Proteine und halt diese zuriick. ESCRT-1 und Il triggern die initiale Einwartsstllpung
der duBeren Membran in das Lumen der mulitvesikuldren Endosomen. ESCRT-III bildet eine
spiralférmige Struktur, die den abknospenden Hals einengt und mithilfe der ATPase VPS4 wird
die Membranabspaltung durchgefiihrt (Hurley, 2010; Christ et al., 2017). Bei der ESCRT
abhangigen Bildung kann zwischen zwei weiteren Wegen unterschieden werden. Es gibt den
Ubiquitin- und den Sumo-Protein abhangigen Weg. Durch Ubiquitinierung oder Sumoylierung
konnen die Proteine spezifisch ausgewahlt und markiert werden, die durch den ESCRT-
Komplex in Endosomen invaginiert werden sollen (Raiborg and Stenmark, 2009; Kunadt et al.,
2015). Trotz der zunehmenden Klarung der Bildung von Exosomen bleibt der genaue
Mechanismus unklar. Ungeklart bleibt auch der Mechanismus fir die Entstehung von
Mikrovesikeln aus der Plasmamembran. Hierbei gibt es Uberschneidungen mit der

Exosomenbiogenese. So kann die ESCRT-Maschinerie (Nabhan et al., 2012; Wang and Lu,

15



Einleitung

2017) oder die saure Sphingomyelinase (Bianco et al., 2009) an der Bildung von Mikrovesikel
beteiligt sein. Nach Shen et al genigen Plasmamembrananker um oligomerisierte

zytoplasmatische Proteine in Mikrovesikel zu bringen (Shen et al., 2011).

1.5.5 Die Freisetzung von EV

Es ist weiterhin unklar, was zur Freisetzung von Mikrovesikeln an der Plasmamembran fiihrt
und was die Mobilisation von sekretorischen multivesikularen Endosomen in die
Zellperipherie, deren Kopplung und Fusion mit der Zelloberfliche vorantreibt. Fiir diese
Vorgange wird das Zytoskelett mit Aktin und Mikrotubuli bendtigt. Ebenso sind assoziierte
molekulare Motoren wie Kinesin und Myosin erforderlich. Die multivesikuldren Endosomen,
die fur die Exozytose bestimmt sind, werden entlang der Mikrotubuli durch den molekularen
Motor Kinesin zur Plasmamembran transportiert. Auch braucht man die molekularen Schalter
GTPasen und die Fusionsmaschinerie SNARE und zugehdérige Faktoren (Cai et al., 2007). Der
Mechanismus fir den sekretorischen multivesikularen Endosomentransport st
moglicherweise zell-spezifisch. Es konnten verschiedene RABs, die fiir das Andocken an der
Plasmamembran verantwortlich sind, identifiziert werden. RAB35 vermittelt das Andocken bei
oligodendroglialen Zellen (Hsu et al., 2010), RAB27 hingegen bei mehreren Krebszelllinien
(Ostrowski et al., 2010; Hoshino et al., 2013). Die Stimulierung zur Vesikelabgabe kann
abhangig von der Zellart auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. Beispielsweise geben
Thrombozyten vermehrt extrazelluldare Vesikel ab, nachdem sie durch Thrombin aktiviert
wurden (Heijnen et al.,, 1998) und dendritische Zellen, nachdem eine Aktivierung durch
Lipopolysaccharide stattfand (Nolte-'t Hoen et al., 2013). Ein zentraler Stimulus fir die
Freisetzung von extrazelluldren Vesikeln scheint die ansteigenden Ca?*-Konzentration zu sein.
Sie wurde sowohl bei einer humanen Erythroleukamiezelllinie (Savina et al., 2005) als auch bei

Mastzellen (Raposo et al., 1997) gezeigt.

1.5.6 Die Interaktion von EV mit den Empfingerzellen

EV kdnnen mit ihren Zielzellen interagieren und ihnen ihre Inhalte wie Proteine, Lipide und
RNS ubertragen. Die Bindung von EV an ihre Empfangerzelle ist spezifisch. Erste Hinweise

hierfiir erhielt man durch die Entdeckung, dass isolierte B-Zell-Exosomen selektiv an follikuldre
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dendritische Zellen in lymphatischen Follikeln binden (Denzer et al., 2000). Die molekularen
Mechanismen fiir die Zielzellauswahl der EV bleiben unklar. Wahrscheinlich ist die
Zielzellspezifitdt bestimmt durch Tetraspanine, Integrine, extrazellulare Matrixproteine,

Immunglobulinsuperfamilien, Proteoglykane und Lektine (French et al., 2017; Mulcahy et al.,

2014).

Empfangerzelle

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Beeinflussung von Zielzellen durch EV. Es gibt drei mogliche Wege:
(1) Epigenetische Umprogrammierung der Empfangerzelle durch die Belieferung von funktionellen Proteinen,
Lipiden und RNS. (2) Direkte Stimulation der Zielzelle via an der Oberflache gebundene Liganden. (3) Transfer
von aktivierten Rezeptoren zur Empfangerzelle. Abbildung nach (Zhang et al., 2019).

Nachdem die EV an der Zielzelle gebunden haben, konnen sie entweder mit der
Plasmamembran verbunden bleiben (Edgar et al., 2016), sich von ihr trennen, direkt mit der
Plasmamembran fusionieren (Montecalvo et al., 2012) oder endozytosiert werden (Tian et al.,
2010). Die Molekiile, die in Exosomen enthalten sind, konnen durch folgende Mechanismen
die Zielzellen beeinflussen. (I) Epigenetische Umprogrammierung der Empfangerzelle durch
die Belieferung von funktionellen Proteinen, Lipiden und RNS (IlI) Direkte Stimulation der
Zielzelle via an der Oberflache gebundene Liganden. (lll) Transfer von aktivierten Rezeptoren

zur Empfangerzelle (Khalyfa and Gozal, 2014).
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1.5.7 Die Funktionen von EV

EV spielen eine grolle Rolle in physiologischen und pathologischen Prozessen. In den letzten
Jahren wurden Exosomen in nahezu allen Korperflissigkeiten entdeckt und kénnen von
verschiedensten Zellen sekretiert werden. Dementsprechend vielfdltig sind ihre Funktionen.
Allgemein akzeptiert ist, dass sie wichtige Transportmechanismen der interzelluldaren
Kommunikation zwischen Zellen sowohl in der Nahe als auch auf Distanz sind (Raposo and
Stoorvogel, 2013). Die Funktionen von EV sind breit gefachert und beinhalten unter anderem
Folgendes. (1) Exosomen von mesenchymalen Stromazellen sind Hauptverantwortliche fiir die
Wundheilung. So konnte die myokardiale InfarktgroRe reduziert werden (Liu et al., 2017; Lai
et al., 2010) und groRRe Effekte bei der Hautwundheilung erreicht werden (Zhang et al., 2015).
(1) Durch Exosomen von mesenchymalen Stromazellen konnten Symptome einer Patientin,
die an einer ansonsten behandlungsrefraktaren ,graft-versus-host disease” litt, unterdriickt
werden (Kordelas et al., 2014). (lll) Innerhalb des zentralen Nervensystems werden zahlreiche
pathogene Proteine, die an Erkrankungen des ZNS beteiligt sind, wie Prionen (Fevrier et al.,
2004), B-Amyloid Peptid (Rajendran et al., 2006), Superoxiddismutase (Gomes et al., 2007)
und o-Synuclein (Emmanouilidou et al.,, 2010) in Assoziation mit EV freigesetzt. Diese
sekretierten EV nehmen wahrscheinlich an der Verbreitung durch Interaktion mit der
Empfangerzelle teil. (IV) EV, die durch intestinale Epithelzellen freigesetzt werden, sind durch
Antigenprdsentation an inflammatorischen Prozessen beteiligt. Durch diese EV erlangen die
statischen Epithelzellen die Fahigkeit auf Distanz zu agieren (van Niel et al., 2001). Eine
bedeutende Funktion haben EV auch bei der Entstehung und Progression der AML (Kumar et

al., 2016).

1.5.8 Die Wirkungsweise von EV bei der AML und anderen himatologischen
Erkrankungen

Die Wichtigkeit der Mikroumgebung bei der Krankheitsentstehung und beim
Krankheitsprogress der AML wird zunehmend als bedeutungsvoll angesehen. Eine mogliche
Rolle von Exosomen hat an Bedeutung gewonnen. In AML-Plasmaproben ist die Anzahl von
Exosomen im Vergleich zu Kontrollplasma signifikant erhoht (Hong et al., 2014). Exosomen
von Leukdmiezellen konnen die Mikroumgebung verdandern, indem sie ihre Fracht wie mRNS,

miRNS und Proteine auf stromale Zellen, endotheliale Zellen und Immunzellen Gbertragen.
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Dies forderte die Angiogenese, die Immunsuppression und die transformierten Stromazellen

(Kumar et al., 2016).

Leukdmiezellen

Normale HSC

Selbsterneuerung T
Chemoresistenz
Quieszenz

EV von Leukdmiezellen

i
/\

NK- und T-Zellen

Stammzell- l
funktion

Stromale Zellen Endotheliale Zellen

l

Angiogenese T Immunfunktion l

Abbildung 10: Wirkung von AML-EV auf ihre Mikroumgebung. Der Inhalt von EV wird auf stromale Zellen,
endotheliale Zellen und Immunzellen Gbertragen. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Angiogenese und einer
Immunsuppression. Das transformierte Stroma unterstiitzt die hamatopoetische Stammzelle weniger und
fordert stattdessen die Selbsterneuerung, Chemoresistenz und Quieszenz der leukdmischen Zellen. Abbildung
nach (Kumar et al., 2016).

Das durch die Leukdmie verdnderte Stroma hat eine verminderte Unterstiitzungsfunktion fiir
die normale hamatopoetischen Stammzelle. Durch die CXCR4-CXCL12-Achse werden
hdmatopoetische Stammzellen lokalisiert in ihrer Nische zuriickgehalten. Diese Achse wird
durch das Leukdmiewachstum zerstort (Schroeder and DiPersio, 2012). Bei diesem Prozess
spielen Exosomen eine Rolle. Durch eine Ubertragung von miRNA-150 mit Hilfe von Molm14-
Exosomen (Molm14: humane AML-Zelllinie) wurde in Ba/F3-Zellen (murine B-Vorlaufer-
Zelllinie) die CXCR4- Expression herunterreguliert. Dies resultierte in einer geringeren
Chemotaxis auf CXCL12 von Ba/F3-Zellen (Huan et al., 2013). Exosomen von Leukdmiezellen
konnen also moglicherweise das Leukdamiewachstum férdern, indem sie in die CXCR4-CXCL12-
Achse interferieren. Sie konnen auch die Angiogeneseeigenschaften von Endothelzellen
beeinflussen. Umezu et al. zeigten, dass Exosomen eine wichtige Rolle bei der Neoplasie-
Endothelzell-Kommunikation spielen. Sie transfizierten die humane Leukdmiezelllinie K562

mit CY3 markierter pre-miR-92a. miR-92a reguliert die endotheliale Genexpression.
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Anschliefend kultivierten sie die transfizierten Leukamiezellen zusammen mit den
endothelialen Zellen HUVEC. Es wurde Cy3-miR-92a im Zytoplasma von den Endothelzellen
gefunden. Dieses war zusammen mit CD63, einem Exosomenmarker, lokalisiert. In den
Endothelzellen war das Zielgen von miR-92a Integrin o5 reduziert. Diese Studie zeigt, dass
Exosomen von Leukdmiezellen die Endothelzellen beeinflussen kdnnen und zu einer
gesteigerten Angiogenese fiihren kénnen (Umezu et al., 2013). Leukdmieexosomen sind auch
bei der Immundysfunktion von wichtiger Bedeutung. Das Immunsystem von
Leukdmiepatienten interagiert mit den leukdmischen Zellen. Die T-Zellfunktion ist bei der AML
beeintrachtigt. T-Zellen sind nicht fahig eine effektive Immunsynapse mit den Blasten und den
normalen antigen-prasentierenden Zellen zu bilden (Le Dieu et al., 2009). Auch kann die
Immunreaktion von NK-Zellen durch Leukdamieexosomen dysreguliert werden. AML-
Exosomen aus Serum konnen das zytotoxische Potential von NK-Zellen unterdriicken, indem
sie NKG2D herunterregulieren (Szczepanski et al., 2011). Dies fiihrt zu einem Versagen der

Immunantwort auf leukdmische Blasten.

1.6 Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Innerhalb der letzten Jahre konnten viele neue Erkenntnisse Gber die AML und ihre Nische
gewonnen werden. Verdnderungen innerhalb der hamatopoetischen Nische kdnnen zur
Leukamieentwicklung beitragen. Die leukdamische Zelle ordnet die hamatopoetische Nische
neu, um ihr eigenes Uberleben und Wachstum zu unterstiitzen. Dennoch bleibt unklar, wie
die Interaktionen zwischen AML-Zellen und ihrer Nische vermittelt werden. Es wird vermutet,
dass die AML die Stromazellen und die gesunden hamatopoetischen Stammzellen Uber EV
verandern kann. Ziel dieser Dissertation war, die Rolle von AML-EV auf die gesunde
Hamatopoese sowie die Knochenmark-Nische genauer zu untersuchen. Die AML-Patienten
wurden basierend auf ihrem FLT3-ITD-Mutationsstatus in zwei Patientengruppen unterteilt.
Die FLT3-ITD-Mutation hat eine zentrale Bedeutung bei der Leukamieentstehung und ist mit
einer schlechten Prognose und einer erhohten Rezidivwahrscheinlichkeit assoziiert. Daneben
konnen bei der AML auch epigenetische Veranderungen durch Methylierung von

Promotorgenen auftreten. Diesen konnen hypomethylierende Substanzen wie AZA

20



Einleitung

entgegenwirken. Eine Intention dieser Arbeit war es, zudem auch die Wirkung von AZA auf EV

zu erforschen. Die spezifischen Forschungsfragen meiner Arbeit waren:

e Unterscheiden sich die EV aus AML-KM von EV aus gesundem KM im Hinblick auf ihre

Proteinmengen und Oberflachenmarker?

e Konnen l6sliche Faktoren von malignen/AML-Zellen gesunde hamatopoetische

Stammazellen in ihrem Koloniebildungspotential modulieren?

e Konnen EV hamatopoetische Stammzellen indirekt Uber Stromazellen in ihrer

Migrationsfahigkeit manipulieren?

e Kann eine Behandlung mit AZA EV verandern?
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2 Material

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Aldehyde/Sulfate Latex Beads 4 % w/v 4 um
a-MEM

Ampicillin

Agarose NEEO ultra Qualitdt Roti® Garose
Bacto™ Agar

Bacto™ Hefeextrakt

Bacto™ Trypton

Benzamidin

Biocoll Separating Solution

BIT 9500 Serum Substitute

Bovines Serum Albumin (BSA)

CaCly

Ciprofloxacin

Count Bright™ Absolute Counting Beads
Deionisiertes Wasser
Deoxyribonuklease (DNase) |
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 1x (DMEM)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Exosome depleted FCS

Fetales Kalber Serum (FKS)

Gelatine

Glutamin

Glycin

HBSS

HEPES

Horse Serum (HS)

Hydrocortison

IMDM + Glutamax |

Na>VOq

NasP,07

NaCl

NaF

2-Mercaptoethanol

MyeloCult H5100

Orange G

PBS

PCR Master Mix Y
Penicillin/Streptomycin

PMSF

Propidiumiodid (PI)
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molecular probes
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Omin Life Science
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Biochrom
Stemcell technologies
Carl Roth

Merck

Fresenius Kabi
Thermo Fisher
Braun
Sigma-Aldrich
Serva

Thermo Fisher
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Biochrom
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Biochrom
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
StemCell technologies
Thermo Fisher
Thermo Fisher
peglab

Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
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Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
Retronectin Takara clonetech
RPMI 1640 Thermo Fisher
Salzsaure (HCl) Milipore
StemMACS™ HSC-CFU complete with EPO Miltenyi Biotec
TE-Puffer Qiagen
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Sigma-Aldrich
Triton X 100 Carl Roth
Trypanblau Thermo Fisher
0,5 % Trypsin-EDTA-L6sung, 10 x Thermo Fisher

2.2 Zytokine

FLT3-Ligand, SCF, IL-3, IL-6, TPO, CXCL12 und LDL wurden von R&D Systems verwendet.

2.3 Medikamente

AZA (Celgene Corp) wurde vor Gebrauch aus einer Stocklosung frisch angesetzt. Die
Konzentration und Stoffmenge der Stocklésung betrugen 25 mg/ml bzw. 0,1 M. Aus der
Stocklosung wurde eine 10 mM Arbeitslosung durch Verdinnung mit deionisiertem Wasser
hergestellt. In den Versuchen wurde eine Stoffmenge von 0,5 uM verwendet. Die Verdiinnung

aus der Arbeitslosung erfolgte durch das eingesetzte Zellkulturmedium.

2.4 Verbrauchsmaterialien

Stumpfe Kaniilen Covidien

Cryo Tubes Greiner Bio-One GmbH
FACS-Filter Biogenetics Steriline
FACS-Rohrchen, 5 ml Falcon
Mikrozentrifugengefae mit Deckelverriegelung Eppendorf
MS/LS-Saulen miltenyi-biotec
PCR-Strips Biozym Scientific GmbH
Petrischalen Greiner Bio-One GmbH
50 ml Réhrchen Greiner Bio-One GmbH
Spritze (3 ml und 10 ml) Braun

Transwell mit 0,4 um Membran Costar

Transwell mit 5 um Membran Costar

Tube, Thickwall, Polycarbonate, 1 ml, 11 x 34 mm Beckmann Coulter
6-well-Platten Greiner Bio-One GmbH
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12-well-Platten
24-well-Platten
96-well-Platten
Whatman Filter
Whatman Papier
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen
Zellsieb

2.5 Gerate und technisches Zubehor

Brutschrank (Hera cell 150i)
Drehrad

Durchflusszytometer (Cyan ADP 9c)
Durchflusszytometer (MoFlow)
Elektrophoresekammer

ELx800 Universal Microplate Reader
Glaswaren

Lichtmikroskop

MACS-Stander

MACS Mini/Midi Separator
Microfuge (Centrifuge 5415 D)
Microfuge (Megafuge 1.0R)
Microfuge (Megafuge 16R)
Mikrozentrifuge (MIKRO 22R)
NanoDrop 2000c

OPTIMAX X-Ray Film Processor
SONOPLUS Homogenisator (Sonoplus HD 2070)
Sterilbank (HeraSafe HSP 18)
Stickstofftank (BioSafe MD)
Thermocycler Gene Touch
Thermomixer comfort
Ultrazentrifuge (Optima TL100)
Universal Hood Il

Vortexer

Wasserbad

Zdhlkammer (Neubauer)

2.6 Softwareprogramme
Flow Jo

Graph Pad Prism
Microplate Manager 5.2.
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Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
GE Healthcare

GE Healthcare

Greiner Bio-One GmbH
TPP

Greiner Bio-One GmbH

Thermo Scientific
Brand

Beckmann Coulter
Beckman Coulter
BioRad

BIO-TEK

Labware SCHOTT AG
Carl Zeiss

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Eppendorf AG

Thermo Fisher Scientific
Thermo Scientific
Hettich Zentrifugen
Thermo Fisher Scientific
Protec GmbH

Bandelin electronic
Heraeus

Cryotherm

Biozym Scientific GmbH
Eppendorf AG

Beckman Coulter
BioRad

Werke & Co

GFL

Marienfeld Superior
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2.7 Oligonukleotide

Alle Primer wurden von Eurofins verwendet.
5 CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3’

FLT3-ITD RV

FLT3-ITD FW 5 GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3’
5" AGTATCAGAAGTGGCTACGAGGTGAGAATTCATCGGT 3’

CD63-RV
CD63-FW

5" ACCGATCTCAGCAATGGCGGTGGAAGGAGGAATG 3’

2.8 Plasmide

Die Plasmide pCD/NL-BH, pcoPEO1 und pCL6-CD63-eGFP wurden netterweise von Helmut

Hanenberg, Universitatsklinikum Essen zur Verfligung gestellt.

2.9 Molekulargewichtsmarker fiir DNS und Proteine

100 bp DNA ladder
Protein-Standard Il

Thermo Fisher
Bio Rad

2.10 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Tabelle 6: Antlkorper fiir die Durchflusszytometrie

Anti-lgG | IgG MOPC-21 FITC BD Pharmingen
Anti-CD15 80H5 FITC BD Pharmingen
Anti-CD34 581 FITC BD Pharmingen
Anti-CD38 Ti6 FITC BD Pharmingen
Anti-CD44 G44-26 FITC BD Pharmingen
Anti-CD45 HI30 FITC eBioscience
Anti-CD64 22 FITC BD Pharmingen
Anti-CD71 YDJ1.2.2 FITC BD Pharmingen
Anti-CD81 M38 FITC molecular probes
Annexin-V FITC BD Pharmingen
Anti-lgG1 11711 PE R&D

Anti-1gG MOPC-21 PE BD Pharmingen
Anti-CD7 8H8.1 PE BD Pharmingen
Anti-CD13 SJ1D1 PE BD Pharmingen
Anti-CD14 RMO052 PE BD Pharmingen
Anti-CD33 D3HL60.251 PE BD Pharmingen
Anti-CD117 104D2D1 PE BD Pharmingen
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Anti-CD123 7G3 PE BD Pharmingen
Anti-GlyA 11E4B-7-6 PE BD Pharmingen
Anti-CXCR4 2B11 PE BD Pharmingen
Anti-lgG 679.1Mc7 ECD Beckmann Coulter
Anti-CD45 J33 ECD BD Pharmingen
Anti-CD90 5E10 ECD BD Pharmingen
Anti-IgG 679.1Mc7 PC5 BD Pharmingen
Anti-CD3 UCHT1 PC5 BD Pharmingen
Anti-CD4 13B8.2 PC5 BD Pharmingen
Anti-CD10 ALB1 PC5 BD Pharmingen
Anti-HLA-DR | Immu357 PC5 BD Pharmingen
Anti-1gG 679.1Mc7 PC5.5 Beckmann Coulter
Anti-CD33 D3HL60.251 PC5.5 Beckmann Coulter
Anti-1gG 679.1Mc7 PC7 BD Pharmingen
Anti-CD19 J4.119 PC7 BD Pharmingen
Anti-CD41 P2 PC7 BD Pharmingen
Anti-CD56 N901 PC7 BD Pharmingen
Anti-PD1 eBio J105 PC7 Thermo Fisher
Anti-IgG eB149/10H5 APC eBioscience
Anti-lgG2a MOPC-173 APC BioLegend
Anti-CD135 BV10A4H?2 APC eBioscience
Anti-CXCR4 2B11 APC eBioscience
Annexin-V APC BD Pharmingen
Anti-PDL1 MIH1 PB Thermo Fisher
2.11 Kits

CD34 MicroBead KIT
DC-Proteinassay-KIT Il

exoEasy Maxi Kit

peqGOLD XChange Plasmid Maxi Kit
giaprep spin miniprep kit

ZR-Viral Kit™

2.12 Bakterien

One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli
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2.13 Zelllinien

ELO8-1D2 Murine Stromazelllinie aus der Aorta-Gonaden-Mesonephros Subregion
(Oostendorp et al., 2002).

Molm-13  Humane AML-Zelllinie aus peripherem Blut eines 20-jdhrigen Mannes mit AML
FAB M5a. Sie tragt eine internale Tandem Duplikation von FLT3 (Matsuo et al.,
1997).

HEK293T  Humane embryonale Nierenzelllinie, die gut transfizierbar ist und das SV-40
large T-Antigen exprimiert (Graham et al., 1977; Pear et al., 1993; DuBridge et
al., 1987).

Molm-13 und HEK293T Zelllinien sind von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und

Zellkulturen (DMSZ).

2.14 Knochenmarkproben

Die Knochenmarkproben stammen von Patienten mit neu diagnostizierter AML. Sie wurden
fiir eine Registerstudie im Rahmen der AML-Studiengruppe (AMLSG) rekrutiert. Die gesunden
Kontrollen wurden altersentsprechend ausgewadhlt. Diese wurden zum einen aus
Leukapheresaten der Bayerischen Stammzellbank gGmbH gewonnen, zum anderen aus
»gesunden” Hiftképfen, die bei einer HUft-TEP in der Praxis Orthopraxx von Dr. M. Nolde
entnommen wurden. Eine hdamatologische Erkrankung der gesunden Kontrollen wurde
ausgeschlossen. Eine schriftliche Einverstandniserkldrung, die mit der Deklaration von Helsinki
Ubereinstimmt, liegt von allen Patienten und Spendern vor. Die Protokolle wurden vom

Ethikausschuss der TUM gepriift.

2.15 Zusammensetzung der Zellkulturmedien und Puffer

Annexin-V/Propidiumiodid-Puffer deionisiertes Wasser
140 mM NaCl
10 mM Hepes
2,5 mM CacCl;

DNase-Arbeitslosung 1 ml 0,15 M NacCl
5 mg DNase
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Einfriermedium

FACS-Puffer

Gelatine 1 %

HF,-Puffer

Langzeitkulturmedium (LTC-Medium)

LB-Ampicillin-Platten

LB-Medium

Medium fir ELO8-1D2-Stromazellen

Medium fur HEK293T-Zellen

Medium fir MOLM-13-Zellen
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90 % FKS (hitzeinaktiviert)
10 % DMSO

PBS
0,5 % BSA

deionisiertes Wasser
1 % Gelatinepulver
autoklavieren

deionisiertes Wasser

10 % HBSS, 10 x

2 % FKS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin
Hepes 10 mM

steril filtrieren

Myelokult H5100

8 ug/ml Ciprofloxacin
20 ng/ml TPO

10 ng/ml FLT3-Ligand
2 mM Glutamin

1 uM Hydrocortison
steril filtrieren

LB Medium
1,5 % Agar
100 pg Ampicillin/ml

deionisiertes Wasser
1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

o—MEM

15 % FKS (hitzeinaktiviert)
5 % HS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin
10 uM B-Mercaptoethanol
steril filtrieren

DMEM

10 % FKS (hitzeinaktiviert)
1 % Penicillin/Streptomycin
steril filtrieren

RPMI 1640

10 % FKS (hitzeinaktiviert)
1 % Penicillin/Streptomycin
steril filtrieren
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Medium fiir mononukleare Zellen (MZ-Medium) 90 % RPMI
10 % FKS (hitzeinaktiviert)
1 % Penicillin/Streptomycin
20 ng/ml TPO
10 ng/ml FLT3-Ligand
steril filtrieren

Medium zur EV-Isolation 90 % RPMI
10 % EV-freies FKS
1 % Penicillin/Streptomycin
20 ng/ml TPO
10 ng/ml FLT3-Ligand
steril filtrieren

Propidiumiodid-Stocklésung 5 mg/ml DMSO
Propidiumiodid-Arbeitslosung Stocklésung 1:100 in PBS verdiinnen
Protein Lyse Puffer Phosphatpuffer (pH=7,0)

1 % Triton X 100

130 mM Nacl

10 mM TRIS HCI (pH7,4)
10 mM NasP,07 (ph=7-7,5)
5 mM EDTA

5 mM NaF

1 mM PMSF

1 mM NasVOq,

50 nM Benzamidin
Protease Inhibitor Cocktail

Serumfreies Medium mit 5 Wachstumsfaktoren 80 % IMDM + Glutamax |
(SFM+5WF-Medium) 20 % BIT9500
8 ug/ml Ciprofloxacin
4 pg/ml LDL
100 ng/ml SCF
100 ng/ml FLT3-Ligand
25 ng/ml TPO
10 ng/ml IL3
10 ng/ml IL6
10 uM 2-Mercaptoethanol
steril filtrieren
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3 Methoden

3.1 Allgemeine zellbiologische Methoden

Alle Zellen wurden bei 90 % relativer Luftfeuchtigkeit, 5 % CO; und 37 °C im Brutschrank

kultiviert.

3.1.1 Zelllinien

Molm-13  Ca. 1 x 10’ Molm-13 Zellen wurden pro 10 ml Medium ausgesat und alle 3 Tage
1:2 gesplittet.

HEK293T  Ca. 2 x 10° Zellen wurden pro 25 cm? ausgesit und alle 3 Tage 1:5 gesplittet.
Das Loslésen vom Boden erfolgte durch Beklopfen der Flasche.

ELO8-1D2 Ca. 0,5 x 10° Zellen wurde auf zuvor mit 0,1%iger Gelatine behafteten, 60 cm?
groRBen Zellkulturschalen in Stromamedium ausgesat und alle 4 Tage 1:2
gesplittet. Das Loslosen vom Boden erfolgte mittels Trypsins. Diese Zelllinie
besitzt die Fahigkeit hamatopoetische Stammzellen zu unterstitzen. Fir
Langzeit-Co-Kulturen wurden 2 x 10° Zellen pro 6-well-Platte ausgesit und
nach 2 Tagen bei 80 % Konfluenz mit 30 gy zehn Minuten bestrahlt. Nach 7-
tagiger Regeneration und einem Waschschritt mit PBS konnten die Langzeit-
Co-Kulturen im entsprechenden Medium angesetzt werden. Die Halfte des
Mediums wurde ein Mal pro Woche durch neues ersetzt.

Die Medien sind unter 2.15 aufgelistet.

3.1.2 Knochenmarkproben

Die Isolierung von mononukledren Zellen aus Knochenmarkaspiraten und Hiiftkopfen erfolgte
mit Dichtegradientenzentrifugation. Die Hiftkdpfe zerkleinerte man mit einer Zange, wusch
die Brockel mit PBS aus und filterte das ausgespiilte Material. Anschliefend wurde das aus
den Hiftkopfen ausgewaschene Material bzw. das heparinisierte Knochenmarkblut mit IMDM
1 + 1 verdlinnt, tber 12,5 ml Ficoll-Trennlésung geschichtet und 15 min bei 2100 rpm ohne
Bremse zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation reicherten sich die mononuklearen Zellen

im Interphasenring an. Dieser wurde abgenommen und zwei Mal mit IMDM gewaschen.
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3.1.3 Einfrieren von Proben

Fiir eine langfristige Aufbewahrung der Proben wurden 0.5-1 x 108 Zellen in 1 ml FKS mit 10 %
DMSO resuspendiert, in ein Einfriergefald tGberfihrt und in einer mit Isopropanol gefillten
Einfrierhilfe bei -80 °C weggefroren. Diese ermoglicht ein langsames und gleichmaRiges
Einfrieren mit einer Rate von -1 °C/min. Die Proben wurden dauerhaft bei -196 °C in einem

Stickstofftank gelagert.

3.1.4 Auftauen von Proben

Die eingefrorenen Proben wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und schnellstmaoglich in
20 ml vorgelegten HF,-Puffer gegeben. Die Zellen wurden bei 1500 rpm 5 min pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet 5 min mit 200 ug/ml DNase verdaut. Danach
wurde die Probe mit HF,-Puffer aufgefillt und durch ein 100 um Zellsieb gefiltert, zentrifugiert

und 2-mal mit HF,-Puffer gewaschen.

3.1.5 Zellzdhlung

Nach Farbung mit Trypanblau zdhlte man die Zellen in der Neubauer-Zdhlkammer unter dem
Lichtmikroskop. Eine Einschdtzung der Viabilitat ist Uber die Farbstarke moglich, da der

Farbstoff Trypanblau durch die perforierte Zellmembran in tote Zellen eindringen kann.

3.1.6 Kultivierung von mononukledren Zellen

Die mononuklearen Zellen wurden in RPMI mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin
kultiviert. Daneben enthielt das Medium noch den Wachstumsfaktor FLT3-Ligand (10 ng/ml)

und das Zytokin Thrombopoetin (20 ng/ml).

3.1.7 Zellviabilitaitsmessung mit Annexin-V/Propidiumiodid-Farbung

Zur prozentualen Bestimmung der lebenden Zellen wurde ein Zellpellet mit Annexin-
V/Propidiumiodid-Puffer gewaschen, mit 2 ul Annexin-V und 1 pl Propidiumiodid gefarbt und

via Durchflusszytometrie analysiert.
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Propidiumiodid

Annexin V

Abbildung 11: Schleusstrategie zur Detektion von viablen Zellen nach Annexin-V/Propidiumiodid-Farbung.
Links: Durch die Schleuse wird der Zellschrott nicht mit analysiert. Rechts: Es wird eine Schleuse auf die Annexin-
V und Propidiumiodid negativen Zellen gesetzt. Diese entsprechen den viablen Zellen.

Phosphatidylserin befindet sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran einer
lebenden Zelle, bei beginnender Apoptose wandert Phosphatidylserin an die AuRenseite der
Membran (Verhoven et al., 1995) und markiert somit spat-apoptotische Zellen. Annexin V hat
in Anwesenheit von Calcium eine hohe Affinitat zu Phosphatidylserin (Tait et al., 1989; Andree
et al, 1990). Annexin V kann nicht an viablen Zellen binden, da es die
Phospholipiddoppelschicht nicht durchdringen kann. Wohingegen dies bei frih-
apoptotischen Zellen moglich ist, da die Membranintegritat gestort ist. Zur Unterscheidung
zwischen friih- und spat-apoptotischen Zellen wurde die Farbung mit dem Vitalfarbstoff
Propidiumiodid kombiniert. Dieser farbt DNS und kann Membranen nicht durchdringen.
Dementsprechend detektiert Annexin-V Zellen im frih- und spatapoptotische Stadium,
Propidiumiodid im spatapoptotischen Stadium. Viable Zellen binden weder Annexin-V noch

Propidiumiodid (Koopman et al., 1994; van Engeland et al., 1998).

3.1.8 Isolierung von CD34*-Zellen mit magnetischer Zellseparation

Zur Anreicherung von CD34*-Zellen mit der magnetischen Zellseparation (,,Magnetic assisted

cell sorting” MACS) wurde das Kit von Miltenyi Biotec nach Herstellerangaben verwendet.

3.1.9 Klonogener Test

Der klonogene Test ermdglicht die Quantifizierung des Koloniebildungspotentials von CD34*-

Zellen. Entsprechend dem Differenzierungspotential der Ausganszellen entstehen
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unterschiedliche Kolonietypen. Bei der Zahlung wurde zwischen KBE-GEMM (Koloniebildende
Einheit- granulozytar, erythroid, makrophagozytdr und megakaryozytdr), KBE-GM
(Koloniebildende Einheit- granulozytar und makrophagozytédr) und KBE-E (Koloniebildende
Einheit-erythroid) unterschieden. Fiir die statistische Analyse wurde die Gesamtanzahl aller
gezahlten Kolonientypen verwendet. Zur Analyse wurde eine standardisierte Zellzahl nach
genauestmoglicher Zdhlung in 300 pl HF,-Puffer aufgenommen und in 3 ml Methylzellulose
gegeben. Bei kurzfristigen KBEs wurden 1500 und bei langfristigen KBEs 3000 Zellen
eingesetzt. Kurzfristige KBEs entsprechen den Progenitorzellen. Langfristige KBEs stellen die
frilhen Progenitorzellen und Stammzellen dar. Die Methylzellulose mit den enthaltenen Zellen
ruhte nach griindlichem Mischen 10 min, bis alle Luftblasen aufgestiegen waren. Daraufhin
wurde mit einer stumpfen Aluminiumnadel die Methylzellulose in eine Spritze aufgenommen
und jeweils die Halfte auf zwei 35 mm groBe Petrischalen verteilt. Sie wurden mit einer
weiteren, offenen, mit Wasser befillte Schale in eine 10 cm groRe Schale gestellt und fiir 14
Tage im Brutschrank inkubiert. Das Ablesen der gewachsenen Kolonien erfolgte

maanderformig.

3.2 Spezielle zellbiologische Methoden

3.2.1 Gewinnung von EV

3.2.1.1 Herstellung von EV-freiem fetalem Kalberserum (FKS)

Hitzeinaktiviertes FKS wurde bei 120000 g und 4 °C fir 18 Stunden ultrazentrifugiert. Der
Uberstand wurde 0,22 pm steril filtriert und zur Herstellung des EV-Isolationsmediums

weiterverwendet.

3.2.1.2 Kultivierung von mononuklearen Zellen in EV-freiem Medium

Es wurden 4 x 107 Zellen in einer 75 cm?groRen Zellkulturflasche in 10 ml EV-Isolationsmedium
ausgesat und vier Tage kultiviert. Bei einem Teil der Proben wurde 0,5 pl der AZA

Arbeitslosung hinzugefiigt, sodass das Medium eine Stoffmenge von 0,5 uM AZA hatte.
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3.2.1.3 EV-Isolation aus mononukledren Zellen

Sie fand vier Tage nach der Aussaat der Zellen statt. Zunachst wurde zwei Mal zentrifugiert.
Dabei wird der Uberstand weiterverwendet. Das erste Mal bei 300 g 10 min zur Entfernung
der Zellen, das zweite Mal bei 12 000 g 30 min zur Beseitigung des Zelldetritus. Anschliefend
wurde der Uberstand durch einen 0,45 um Filter steril filtriert. Nun folgte die EV-Isolation mit
Hilfe des ExoEasy Maxi Kits nach Angaben des Herstellers. Am Ende erhielt man die EV im XE-

Puffer gelost.

Zentrifugation Verwendung
Zentrifugation des Uberstands des Uberstands
. fir 10 min bei fiir 30 min bei . fur das
4 Tage 3 300 g 12000 g ' ExoEasyKit
Kultivierung von 4 x Pellet mit Pellet mit EV
107 mononukledren Zellen Zelldetritus
Zellen in EV-freiem
Medium

Abbildung 12: Gewinnung von EV. Nach Kultivierung der mononukledren Zellen in EV-freiem Medium und
aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten des Uberstands werden die EV mit Hilfe des ExoEasy Kits isoliert.

3.2.2 Herstellung von MOLM-13 mit internalisiertem CD63*-GFP-Konstrukt

Durch lentiviralen Gentransfer besteht die Moglichkeit CD63*-GFP in Molm-13 zu exprimieren.

3.2.2.1 Drei-Plasmid-System

Fiir die Produktion der Lentiviren wurde ein Drei-Plasmid-System benitzt. Folgende Plasmide
wurden verwendet: Das Transfervektor-Plasmid mit Indikatorgen pCL6-CD63-eGFP (Ludwig et
al., 2018), das Helfer-Plasmid pCD/NL-BH (Mochizuki et al., 1998) und das Hill-Plasmid
pcoPEO1 (Miillers et al., 2011).

3.2.2.2 Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Alle Plasmide wurden auf einem Whatman-Papier erhalten. Die ausgeschnittenen Plasmide
wurden in ein Mikrozentrifugengefa mit 100 ul TE-Puffer transferiert und gemischt. Nach 5
Minuten und erneutem Mischen entfernte man das Whatman-Papier. 10 pl der in TE-Puffer
gelosten Plasmide wurden nun auf auf Eis aufgetaute kompetente E-coli-Bakterien gegeben

und 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde ein Hitzeschock 50 Sekunden bei 42 °C durchgefiihrt.
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Dies erhoht die Transformation, da die DNS dadurch verstarkt von den Zellen aufgenommen
wird. Danach ruhte der Ansatz 3 Minuten auf Eis. Nach Zugabe von 250 pl LB-Medium und
dreimaligem Invertieren wurden die Zellen 1 Stunde bei 37 °C und 125 rpm geschiittelt.
AnschlieBend wurden jeweils 200 pl auf eine Ampicillin-Platte ausgestrichen und Gber Nacht
im Bakterienschrank kultiviert. Nur transformierte Bakterien sind resistent gegeniiber
Ampicillin, untransformierte hingegen nicht. Das Wachstum auf der Ampicillin-Platte weist auf

eine gelungene Transformation hin.

3.2.2.3 Plasmid-DNS-Praparation

3.2.2.3.1 Minipraparation

Fir die Vervielfaltigung der Plasmid-DNS wurde 1 Kolonie pro Platte in 5 ml LB-Medium mit 5
pl Ampicillin gegeben und Uber Nacht auf einen 37 °C warmen Schittler gestellt. Zunachst
wurde eine Isolation der Plasmid-DNS in kleinen Mengen (Mini-Prap) durchgefiihrt. Es wurde
das qgiaprep spin miniprep kit nach Herstellerangaben verwendet. Die DNS-Konzentration

wurde mit dem NanoDrop gemessen.

3.2.2.3.2 Sequenzierung
Die Sequenzanalysen wurden von Eurofins durchgefiihrt. Die verwendeten Primer sind in der

Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: CD63-Primer

Bezeichnung \ Sequenz

CD63-RV 5" AGTATCAGAAGTGGCTACGAGGTGAGAATTCATCGGT 3’
CD63-FW 5" ACCGATCTCAGCAATGGCGGTGGAAGGAGGAATG 3’

3.2.2.3.3 Maxi-Praparation

Nach durch Sequenzierung bestatigter erfolgreicher Transformation wurde die Plasmid-DNS
aus den transformierten Bakterien durch das peqGold XChange Plasmid Maxi Kit nach
Herstellerangaben isoliert. AnschlieRend wurde die DNS-Konzentration mit dem NanoDrop

bestimmt.
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3.2.2.4 Herstellung von Lentiviren und lentiviraler Infektion

3.2.2.4.1 Calcium Phosphat Transfektion von HEK293T-Zellen

Fir die Transfektion der HEK293T-Zellen wurden am Vorabend jeweils 10° Zellen in 2
Kulturschalen ausgesat. Es wurde ein Transfektions-Mix erstellt. Dieser setzt sich aus jeweils
5 pg DNS der drei Plasmide, ad 175 ul H,0, 25 ul 2M CaCl; und 200 ul Hepes 2 x zusammen.
Letzteres wurde wahrend des Vortexens tropfenweise hinzugegeben. AuRerdem wurde ein
Kontroll-Mix ohne Plasmid-DNS produziert. Nach 5 Minuten Inkubationszeit wurden beide
Mixe auf jeweils eine der beiden vorbereiteten HEK293T-Platten gegeben und bei 37 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen und durch frisches Medium

ersetzt.

3.2.2.4.2 Primdre und sekundare Virustransduktion von MOLM-13-Zellen

Nach einem und zwei weiteren Tagen fanden die primare und sekundére Virustransduktion
statt. Es wurden Retronectin-Platten, die am Vortag in 12-well 40 pg/ml hergestellt wurden
und bei 4 °C Giber Nacht gelagert wurden, mit 2 % BSA 30 min bei Raumtemperatur geblockt
und mit 1 x HBSS gewaschen. Ferner wurde der virale Uberstand geerntet und 0,45 um steril
gefiltert. Von diesem wurde 1 ml auf die Retronectin-Platten gegeben und 2 Stunden in der
auf 32 °C vorgewidrmten Zentrifuge bei 2000 g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
entfernt und pro Vertiefung 5 x 106 Molm13-Zellen hinzugefiigt. Dem folgten eine 5-minditige
Zentrifugation und eine Inkubation bei 37 °C ({ber Nacht. Bei der sekundaren
Virustransduktion wurden als Zielzellen die bereits bei der primaren Virustransduktion
transduzierten Molm13 verwendet. Die Transfektions- und Transduktionsrate wurde 3 Tage
nach jeweiliger Durchfiihrung mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Die GFP positiven Zellen

wurden 96 Stunden nach der letzten Infektion durchflusszytometrisch sortiert.

3.3 Molekularbiologische Arbeitstechniken

3.3.1 DNS-Isolierung

Alle DNS-Isolierungen wurden mit dem ZR Viral DNA Kit™ durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial
dienten CD34*-Zellen. AnschlieRend wurde die DNA-Konzentration der Proben mit dem

NanoDrop gemessen.
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3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion einer ITD von FLT3

Die PCR wurde an genomischer DNS durchgefiihrt. Die ITD von FLT3 beschrankt sich auf die

Exone 11 und 12. Es wurden diese veroffentlichten Primer verwendet 11F, 5’

GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3" und 12R, 5" CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3’ (Kiyoi et al.,
1997). Der PCR-Ansatz und das PCR-Programm sind in Tabelle 9 und Tabelle 10 dargestellt. Es
wurde eine Touchdown-PCR angewandt. Bei dieser variieren die Anlagerungstemperaturen
des Primers. Die Anlagerungstemperatur ist im 1. Zyklus um 10°C hoher als die
Schmelztemperatur des Primers. Dadurch wird eine sehr hohe Spezifitat der Primer-Bindung
an das Template erzwungen. In jedem weiteren Zyklusschritt wird die Temperatur um 1°C
gesenkt, bis die errechnete optimale Anlagerungstemperatur erreicht ist. Diesem folgen 30

weitere Zyklen bei idealer Temperatur von 60°C.

Tabelle 8: FLT3-ITD-Primer

Name \ Sequenz

FLT3-ITD 12R | 5" CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3’
FLT3-ITD 11F | 5" GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3’

Tabelle 9: PCR-Ansatz

Reagenz Menge \
Mastermix 12 pl
Primer 11F 1 pl
Primer 12R 1l
H.0 ad 25 ul
DNS 50-100 ng

Tabelle 10: PCR-Programm

Temperatur [°C] Dauer [min:sek]

1. Initiale Denaturierung | 94 3:0

2. Denaturierung 94 0:30

3. Anlagerung 70 (-1°C pro weiteren Zyklus) 0:30

4. Elongation 72 0:15

9 x wiederholen ab Schritt 2 mit Anlagerungstemperatursenkung

5. Denaturierung 94 0:30

6. Anlagerung 60 0:30

7. Elongation 72 0:15
29 x wiederholen ab Schritt 5

8. Finale Elongation 72 10:00

9. Pause 4 ©0
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3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Das PCR-Produkt wurde mit 5 pl Orange G versetzt. Dies dient der Stabilisierung, dem
Einsinken der Probe in die Tasche beim Probenauftrag und der visuellen Verfolgung der DNS-
Migration. AnschlieRend wurden die Proben auf ein ethidiumbromidhaltiges 2%iges
Agarosegel aufgetragen und eine Spannung von 120 Volt angelegt. Die GroBenauftrennung
der DNS-Fragmente wurde mit UV-Licht sichtbar gemacht wund mit einer

Geldokumentationseinheit fotografiert.

3.4 Proteinbiochemische Methode

3.4.1 Pelletierung von EV

Die EV wurden nach der Isolierung mit dem Exolso-Kit durch Ultrazentrifugation bei 120 000
g; 1,5 Stunden und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde komplett abgenommen und das EV

Pellet mit dem entsprechendem Medium resuspendiert.

3.4.2 Herstellung von EV-Lysaten

Nach Konzentrierung der EV wurde der Uberstand verworfen und das EV-Pellet in Lysepuffer

resuspendiert. Nach 15 min folgte die Sonifizierung der EV-Lysate.

3.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Abschatzung der Proteinkonzentration wurde das DC Protein Assay Kit Il nach
Herstellerangaben verwendet. Dieses basiert auf dem Lowry-Assay (LOWRY et al., 1951). Die
Proteinabsorption wurde bei 750 nm mit dem ELx800 Universal Microplate reader und der

Microplate Manager 5.2. Software gemessen.

3.5 Immunphanotypische Analyse

Alle durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden am Cyan ADP 9c durchgefiihrt und

mit der FlowJo Software ausgewertet.
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3.5.1 Expressionsanalyse von Oberflachenantigenen auf Zellen

Zur Darstellung von Oberflachenantigenen inkubierte man die Zellen 20 min bei 4 °C unter
Lichtausschluss mit einem fluorochromen Antikérper im FACS-Puffer. Sollten tote Zellen
abgegrenzt werden, wurde Propidiumiodid wahrend der Antikdperinkubation hinzugegeben.
Dieses interkaliert in die DNS nekrotischer Zellen und ermoglicht somit den Ausschluss dieser
Zellen. Durch einen Waschschritt mit 2 ml FACS-Puffer konnten Uberschiissige Antikorper

entfernt werden.

3.5.2 Expressionsanalyse von Oberflachenantigenen auf EV

Fir die FACS-Analyse von EV wurde die Methode von Théry angewandt (Théry et al., 2006).
Um EV durchflusszytometrisch messen zu kénnen, miissen sie aufgrund ihrer geringen GroflSe

von 100-200 nm an Latexkugeln angeheftet werden.

Spezifischer Antikorper

Y

Latexkugeln

Abbildung 13: Anheften der EV an Latexkugeln und Bindung spezifischer Antikorper. Fir die
durchflusszytometrische Messung von EV ist aufgrund der geringen GrolRe ein Kopplungsvorgang an Latexkugeln
notwendig. AnschlieRend kénnen die Antigene der EV mit spezifischen fluorochrom-markierten Antikérpern
gefarbt werden.

Man inkubierte 5 ug aufgetauter EV mit 10 pl Latexkugeln 15 min bei RT. Diese 5 ug EV
entsprechen einer EV-Isolation mit dem ExoEasy Maxi Kit nach viertagiger Kultur von 1 x 107
Zellen. Danach fillte man es mit PBS auf 1 ml auf und lieR es 2 Stunden auf einem Drehrad
inkubieren. AnschlieBend wurde 110 pl von 1M Glycin dazugegeben und 30 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Die Proben wurden 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand entfernt. Es schlossen sich zwei Waschschritte mit 1 ml PBS/0,5 % BSA an. Das
Zellpellet, welches die an Latexpartikel gebundene EV enthielt, wurde nun in 0,5 ml PBS/0,5
% BSA resuspendiert. Fir die Farbung wurden 10 pl der gekoppelten EV eingesetzt und mit
fluorochromen Antikdrpern ad 50 pl PBS/0,5 % BSA 30 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend
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wurde zwei Mal mit PBS/0,5 % BSA gewaschen und das Zellpellet in 500 pl PBS/0,5 % BSA

aufgenommen. Es wurde zu jedem Fluorochrom eine geeignete Isotypkontrolle mitgefiihrt.

|

Y
|4 Anzahl

CD-Marker

Abbildung 14: Schleusstrategie zur Bestimmung von CD-Markern auf an Latexkugeln gebundenen EV. Links: Es
wird eine Schleuse auf die Latexkugeln gesetzt. Rechts: Dargestellt ist ein CD-Marker mit passender
Isotypkontrolle.

3.6 Funktionelle Analysen

3.6.1 AZA-Titration von CD34"- und CD34"-Zellen aus AML-Patientenproben
und gesunden Kontrollen

Mit Hilfe einer MACS-Sortierung wurden CD34*- von CD34-Zellen aus ficollisierten
Knochenmarksproben von AML-Patienten und gesunden Kontrollen getrennt. Die CD34*-
Zellen wurden in SFM+5WF-Medium gegeben, die CD34- in MZ-Medium. Die Zellen der
Proben wurden jeweils auf acht Vertiefungen in einer 24-well Platte in 990 ul Medium verteilt.
Daneben wurde aus einer 1 M AZA-LOsung eine geometrische Verdinnungsreihe mit dem
Verdinnungsfaktor 1:2 hergestellt. In die acht Vertiefungen, die dieselbe Probe enthielten,
wurden jeweils 10 pl einer Verdiinnungsstufe hinzu pipettiert. Dieser Schritt entspricht einer
weiteren Verdiinnung von 1:100. Die finale AZA-Verdiinnungsreihe bestand aus den
Konzentrationen 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0,16 und O uM. Nach vier Tagen wurde die

Zellviabilitat durchflusszytometrisch mit Annexin-V und Propidiumiodid bestimmt.

3.6.2 Untersuchung des Einflusses I6slicher Faktoren auf CD34*-Zellen im
Transwell-System

Aus mononukleadren Zellen von gesunden Knochenmarkproben wurden mittels MACS CD34*-
Zellen isoliert. Davon wurden pro Vertiefung 30 000 Zellen in eine 12-well-Platte in 750 pl

SFM+5WF-Medium gegeben. Man setzte darauf ein Transwell. Dieses enthielt eine Membran
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mit einer PorengrofRe von 0,4 um. Durch diese Membran gelangen nur l6sliche Faktoren wie
Zytokine oder EV. Das Durchtreten von Zellen ist nicht moglich. In das Transwell wurden
30 000 CD34-Zellen bzw. CD34*-Zellen in 750 ul SFM+5WF-Medium gegeben. Die Zellen im

Transwell stammen entweder von gesunden Kontrollen, FLT3-WT- oder FLT3-ITD-Patienten.

Oberes
Kompartiment

| CD34-Zellen

-

mit einer
[~ PorengroRe

Unteres  _]
von 0,4 um

Kompartiment

Losliche
Faktoren wie
Zytokine
oder EV

——

CD34*-Zellen — |

Oberes
Kompartiment .
= CD34*-Zellen

/ Membran

mit einer

L~ .
Unteres  _| > PorengroRe
Kompartiment von 0,4 um

Pl

Losliche
Faktoren wie
Zytokine
oder EV

<

CD34*-Zellen — | . ‘ ®o a0
: )

00 % ~
Abbildung 15: Darstellung des Transwell-Systems zur Untersuchung des Einflusses l6slicher Faktoren auf
CD34*-Zellen. Im oberen Kompartiment befinden sich CD34- (obere Abbildung) oder CD34*- Zellen (untere
Abbildung), die durch Negativ- beziehungsweise Positiv-Selektion mittels magnetischer Zellseparation gewonnen
wurden. Im unteren Kompartiment sind CD34*-Zellen aus gesundem Knochenmark. Getrennt werden beide
Kompartimente durch eine Membran mit einer PorengrofRe von 0,4 um. Diese Membran ist fiir Zellen nicht

passierbar. Eine Kommunikation zwischen den Zellen im oberen und unteren Kompartiment kann nicht tber
direkten Zellkontakt erfolgen, sondern nur Gber I6sliche Faktoren wie EV oder Zytokine.
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Alle Ansatze wurden mit und ohne AZA durchgefiihrt. Es wurde eine AZA-Konzentration von
0,5 uM verwendet. Es wurden kurz- und langfristige KBEs aus der unteren Vertiefung
angesetzt und nach vier Tagen die Viabilitat gemessen. Ebenso wurde aus der unteren

Vertiefung nach vier Tagen von den gesunden CD34*-Zellen eine FLT3-ITD-PCR durchgefiihrt.

3.6.3 Migrationsuntersuchung mit konditionierten Medien

3.6.3.1 Konditionierung von EL08-1D2 Zellen mit EV

Zunichst wurden 2 x 108 ELO8-1D2 pro 6-well-Platte in 2 ml ELO8-ID2-Medium/Vertiefung
ausgesat. Bei Konfluenz wurden jeweils 66 pl EV beziehungsweise Puffer hinzugegeben. Die
EV stammten von mononukledren Zellen von gesunden, FLT3-WT oder FLT3-ITD Patienten und
wurden mit und ohne AZA isoliert. Am ndchsten Tag tauschte man das Medium gegen MZ-
Medium aus. Nach einem weiteren Tag wurde das konditionierte Medium gesammelt. Aus

diesem wurde die Migrationsuntersuchung angesetzt.

3.6.3.2 Migrationsuntersuchung

Am Vortag wurden CD34*-Zellen von mononukledren Zellen aus Knochenmarkproben mittels
MACS angereichert und zur Regeneration tber Nacht in SFM+5WF-Medium gegeben. Diese
Zellen wurden in Medium fiir mononukledre Zellen gewaschen und anschlieBend das
Zellpellet in 400 pl pro 1 x 10° CD34*-Zellen resuspendiert. In eine 12-well Platte werden 600
pl der vorbereiteten konditionierten Medien gegeben bzw. eine positive Kontrolle, die 100
ng/ml CXCL12 enthélt. Nun setzte man das Transwell darauf. Es besteht aus einer Membran
mit einer Porengrofle von 5 um, durch die die Zellen wandern kénnen. Das Transwell wurde
mit 50 pl Medium dquilibriert. Nun gab man 400 pl der CD34*-Zellen auf das Transwell.

Der Ansatz inkubierte fir 24 Stunden. Fir die absolute Messung der migrierten Zellen nahm
man 500 pl vom Medium aus der unteren Vertiefung und fugte 600 pul PBS und 50 ul Counting

beads (=Z&hlkigelchen) hinzu.
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Abbildung 16: Darstellung zum Versuchsaufbau der Migrationsuntersuchung. Nach einer Behandlung von ELO8-
1D2 mit EV wurde das dadurch konditionierte Medium fir einen Migrationstest verwendet. Gemessen wurde
die absolute Anzahl der durch die Membran gewanderten CD34*-Zellen.
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Abbildung 17: Absolute durchflusszytometrische Messung der migrierten CD34*-Zellen. Zur Quantifizierung
wurde die Analyse nach Messung von 50 000 Zahlkiigelchen gestoppt.

3.7 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang- oder dem Kruskal-Wallis-
Test mit Dunns Mehrfachvergleich durchgefiihrt und mit der Graph Pad Prism Software
erstellt. Unterschiede zwischen den Gruppen werden als signifikant bezeichnet, wenn p unter

5% liegt. p-Werte werden in den Abbildungen nur dort gezeigt, wo eine statistische Signifikanz

gefunden wurde: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 AML-Patientenproben und gesunde Kontrollen

Flr diese Arbeit wurden 26 verschiedene Knochenmarkproben und eine periphere Blutprobe
analysiert (siehe Tabelle 11). Diese wurden im Rahmen des Standard-Panels der AMLSG Studie
auf folgende Mutationen untersucht: FLT3-ITD und -TKD, NPM1, CBFB/MYH11,
RUNX1/RUNX1T1, PML/RARA, IDH1/2, CEBPA, MLL-AF9 und BCR-ABL1. Von Nummer 2 wurde
sowohl Knochenmark als auch peripheres Blut verwendet. Die Probennummern 1, 9 und 26
stammen von Patienten mit einer sekundaren AML nach MPN beziehungsweise MDS; die
Nummern 4, 10 und 17 von Patienten mit refraktdrer AML und die Nummer 11 von einem
AML Rezidiv. In Tabelle 12 sind die gesunden Proben dargestellt. Ein Teil der gesunden Proben

wurde von Knochenmarkspendern gewonnen, der andere aus Hiftkopfen.

Tabelle 11: Charakterisierung der AML-Patientenproben

NR \ AIter\ Geschlecht Karyotyp \ FLT3 \ NPM1 \ sonstige Mutationen
1 ‘ 60 W 46, XX WT WT NRAS, RUNX1
2 ‘ 81 w 46, XX ITD | mut | Keine weiteren bekannt
3 ‘ 58 w 46, XX ITD mut | Keine weiteren bekannt
4 ‘ 69 m 46, XY ITD mut | Keine weiteren bekannt
5 ‘ 39 w 46, XX WT | mut | Keine weiteren bekannt
6 ‘ 69 m 46, XY WT | WT | Keine weiteren bekannt
51, XX, +X, +4,
A 82 w del(7)(922q34), +8, +8, WT | WT |Keine weiteren bekannt
+10
49 w 46, XX WT | WT CEBPA
46, X,-Y, +13 RUNX1, ASXL1, EZH2,
d *° 46, XY WT | WT ZRSR2
10 ‘ 49 w 46, XX ITD mut DNMT3A
46, XY,
W4 20 m t(8;21)(922;922), WT | WT RUNX1/RUNX1T1
46, XY
12 \ 75 m Nicht bekannt TKD | mut | Keine weiteren bekannt
iky 73 m 46, XY _II_TK% mut | Keine weiteren bekannt
14 ‘ 53 w 46, XX WT | mut | Keine weiteren bekannt
15 ‘ 51 w 46, XX ITD | mut Keine weiteren bekannt
TS‘ 69 m 46, XY WT WT IDH2, RUNX1
17 ‘ 51 m 46, XY WT | mut | Keine weiteren bekannt
45, XX,
18 JET) w t(3;3)(921;926.2), WT | WT | Keine weiteren bekannt
del(5)(q13), -7,
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der(7;8)(g10;q10),
t(7;7)(q36;p11), +8,
del(18)(g21)

m 46, XY WT WT | Keine weiteren bekannt
w 46, XX WT WT RUNX1, SF3B1
w 46, XX WT WT | Keine weiteren bekannt
w 46, XX ITD | mut | Keine weiteren bekannt
m 47, XYY WT WT IDH1
m 46, XY ITD | mut | Keine weiteren bekannt
w 46, XX WT | mut | Keine weiteren bekannt
w 46, XX ITD WT | Keine weiteren bekannt

Tabelle 12: Charakterisierung der gesunden Proben

L Material Alter  Geschlecht

KM 19 m Haftkopf 64 m
KM 40 m Huftkopf 70 m
KM 4 m Haftkopf 56 m
KM 60 m Huftkopf 60 m
KM 39 m Hiftkopf 45 m
KM 45 m Huftkopf 52 w
KM 53 m Hiftkopf 50 w
KM 40 w Huftkopf 48 w
KM 45 w Hiftkopf 57 w
KM 67 w

4.2 AZA-Titration von CD34*- und CD34-Zellen aus AML-Patienten
und gesunden Proben

Zur Maximierung epigenetischer Effekte sollte eine mdglichst hohe und gleichzeitig nicht
zytotoxische AZA-Konzentration in den Versuchen verwendet werden. Diese wurde mithilfe
einer AZA-Titration ermittelt. Es wurde die Viabilitdit von CD34*- und CD34-Zellen unter
viertagiger Behandlung mit AZA in verschiedenen Konzentrationen untersucht. Dabei wurde
zwischen gesundem, AML-FLT3-WT- und AML-FLT3-ITD-Primdrmaterial unterschieden. Wie in
der Abbildungen 18 und 19 zu sehen ist, zeigt sich sowohl bei den CD34*- als auch bei den
CD34-Zellen eine verminderte Lebensfahigkeit mit zunehmender AZA-Konzentration. Die
Viabilitatsabnahme nimmt ab einer Konzentration von 0,63 uM verstarkt zu. Um anndhernd
eine Viabilitdt von mindestens 50 % zu erreichen, wurde in Ubereinstimmung mit anderen
Arbeiten fir die weiteren Experimente die Konzentration 0,5 uM gewahlt (Stresemann et al.,
2006; Hollenbach et al., 2010). Zudem erweist sich das AML-Kollektiv, vor allem das mit

Nachweis einer FLT3-ITD, im Vergleich zu gesunden Proben als signifikant weniger viabel. Dies
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beruht nicht unbedingt auf einer erhéhten Empfindlichkeit der AML-Zellen gegeniliber AZA.
Primare AML-Zellen gehen ohne unterstiitzende Funktion von Stromazellen schnell in
Apoptose. Dies bedingt eine Abnahme der Gesamtzellzahl und einen geringeren Prozentsatz

viabler Zellen (Azadniv et al., 2020; Garrido et al., 2001).
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Abbildung 18: AZA-Titration der CD34*- (A) und CD34"-Zellen (B) aus AML-Patienten- und gesunden Proben.
Die Zellen wurden 96 Stunden mit AZA inkubiert. AZA wurde in Konzentrationen einer geometrischen
Verdiinnungsreihe eingesetzt. X-Achse: 2er-logarithmische Darstellung der absoluten AZA-Konzentration in uM.
Y-Achse: [%] der viablen Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Das heifSt der Anteil der viablen Zellen
der unbehandelten Kontrolle entspricht 100 %. Die Werte der behandelten Proben wurden in Relation zur
unbehandelten Kontrolle rechnerisch ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die Medianwerte + Spannweite. **p<0,01,
bezogen auf gesund vs. AML-FLT3-ITD, *p<0,05, bezogen auf gesund vs. AML-FLT3-WT (Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test) (obere Abbildung). **p<0,01, bezogen auf gesund vs. AML-FLT3-WT (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test) (untere Abbildung).
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Abbildung 19: Exemplarische Durchflusszytometrische Darstellung der AZA-Titration. Es wird die Viabilidt in
Abhangigkeit von der AZA-Konzentration am Beispiel von Patientennummer 10 dargestellt.

4.3 Bestimmung der Viabilitdit von mononukledren Zellen nach
viertagiger Kultivierung in EV-freiem Medium

Die Kultivierung von mononukledren Zellen erfolgt Ublicherweise in einem Medium mit
fetalem Kalberserum, welches EV enthalt. Zur Vermeidung einer kontaminierenden EV-Quelle
wird bei der Isolierung von EV aus mononukledren Zellen EV freies fetales Kalberserum
verwendet. Dies flihrt jedoch zu einer verminderten Proliferation der Zellen (Eitan et al., 2015;
Angelini et al., 2016). Eine ausreichende Viabilitat ist allerdings flr eine effektive EV-Bildung
erforderlich. Nach viertagiger Kultivierung in EV-freiem Medium zeigte das gesunde Kollektiv
im Vergleich zu den beiden AML-Kollektiven eine nicht signifikante hohere Lebensfahigkeit.
Die geringere Viabilitdit von AML-Proben ist nicht zwangslaufig auf das EV-freie fetale
Kalberserum zurlickzufiihren. Die bereits in 4.2 erwdhnte Kultur induzierte Apoptose ist auch
hier von Bedeutung. Ein direkter Vergleich mit Medium, welches normales fetales
Kélberserum enthalt, wurde jedoch nicht durchgefiihrt. Darliber hinaus bestehen keine
Unterschiede zwischen den mit 0,5 uM AZA behandelten Zellen und den unbehandelten
Zellen. Dies bestatigt die gewahlte AZA-Konzentration, da fehlenden Unterschiede zwischen

den Behandlungen auf keine vermehrte Zytotoxizitat durch AZA hinweisen.
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Abbildung 20: Viabilitatsbestimmung von mononukledren Zellen nach viertagiger Kultivierung in EV-freiem
Medium. X-Achse: Dieselben Zellen wurden jeweils mit und ohne 0,5 uM AZA inkubiert. Y-Achse: [%] der viablen

Zellen. Die Ergebnisse zeigen die Medianwerte + Spannweite. p>0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
Mehrfachvergleich).

4.4 Bestimmung der Transfektionsrate von HEK293T-Zellen und der
Transduktionsrate von MOLM13-Zellen

Um eine einfache qualitative Darstellung von isolierten EV zu ermdéglichen, wurden MOLM13-
Zellen mit CD63-GFP*-Konstrukt nach Transfektion von HEK293T-Zellen transduziert. CD63 ist
ein Tetraspanin, welches sich in der Zelle in der Zellmembran und in Endosomenmembranen
befindet (Pols and Klumperman, 2009). AuRerhalb der Zelle kommt es in EV vor (Mathivanan
and Simpson, 2009). Durch die Internalisierung des Fusionsprotein CD63-GFP* dienen diese
MOLM-13- Zellen als permanente Zellquelle fiir GFP*-markierte EV. Die Transfektions- und
Transduktionsrate wurden mittels Durchflusszytometrie ermittelt und die entsprechenden
Zellen durch fluoreszierende Zellsortierung isoliert. Die Bestimmung erfolgte durch die direkte

Messung von GFP. 74,1 % der HEK293T-Zellen und 8 % der Molm13-Zellen exprimierten GFP.

74,1 %
8,0 %

Anzahl
Anzahl

N

GFP GFP

Abbildung 21: Durchflusszytometrische Bestimmung der CD63-GFP*-Expression. Links: HEK293T-Zellen nach
Transfektion. Rechts: Molm13-Zellen nach Transduktion.
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4.5 GFP-Vergleichsmessung von konzentrierten und
unkonzentrierten EV aus Molm13 mit CD63-GFP*-Konstrukt

Aus Molm13-Zellen mit CD63-GFP*-Konstrukt wurden anschlieBend die konsekutiv
fluoreszierenden EV mittels Exolso-Kit isoliert. Es wurde deren GFP-Signal nach Bindung an
Latexkugeln durchflusszytometrisch bestimmt. Dies wurde mit EV, die zusatzlich zur
Konzentrierung ultrazentrifugiert wurden, verglichen. GFP wird auf 76 % der unkonzentrierten
und auf 4 % der konzentrierten EV exprimiert. Durch Ultrazentrifugation kommt es demnach
zum Verlust des GFP-Signals von EV. Nach einer Arbeit von Nordin et al. fihrt
Ultrazentrifugation zur Fragmentierung von EV und Freisetzung von CD63-GFP* in den
Uberstand (Nordin et al., 2015). Folglich wurden fiir die weiteren Experimente nur

unkonzentrierte EV verwendet.

76,2 % 4,0%

Anzahl
Anzahl

GFP GFP

Abbildung 22: GFP-Vergleichsmessung von konzentrierten und unkonzentrierten EV, die von Molm13 mit
CD63-GFP*-Konstrukt isoliert wurden. Links: Unkonzentrierte EV. Rechts: Konzentrierte EV

4.6 Bestimmung der Proteinmenge pro EV-Isolation aus 4 x 10’
Zellen

Es ist bekannt, dass AZA durch Hypomethylierung die Expression von Genen ungerichtet
wiederherstellen kann. Zudem fihrt AZA zu einer veranderten RNS- und daraus resultierenden
Proteinsynthese (Diesch et al., 2016). Da EV sowohl RNS als auch Proteine beinhalten, ist es
von Interesse die Proteinkonzentrationen in EV nach Behandlung mit AZA zu untersuchen. Die
absolut gemessene Proteinmenge pro EV-lsolation betrug bei den Zellen, die ohne AZA
kultiviert wurden, zwischen 17-32 ug, bei den Zellen mit 0,5 uM AZA 20-44 ug. Zwischen den

einzelnen Kollektiven zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die Behandlung mit AZA die Proteinmenge
tendenziell steigt. Es bleibt jedoch unklar, ob ursdchlich mehr EV sekretiert werden, vermehrt
Gene durch Hypomethylierung exprimiert werden oder durch Modifikation von RNS vermehrt

Proteine gebildet werden.

Il gesunde EV n=3
Bl FLT3-WT EV n=2
Bl FLT3-ITD EV n=3

N W
<2

—
<

von 4*107 Zellen [pg]

o
1

Proteinmenge pro EV-Isolation

ohne AZA mit AZA

Abbildung 23: Proteinmenge pro EV-Isolation.Es wurden 4x10’ Zellen in einer 75 cm? groRen Zellkulturflasche in
EV-Isolationsmedium ausgesat und kultiviert. Jede Probe wurde jeweils mit und ohne 0,5 uM AZA verwendet (X-
Achse). Nach vier Tagen erfolgte die EV-Isolation mit dem Exolso Kit. Die Proteinmenge wurde nach
Ultrazentrifugation, Lyse und Sonifizierung mit dem Protein Assay Kit Il bestimmt. Die Ergebnisse zeigen die
Medianwerte + Spannweite. p>0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Mehrfachvergleich).

4.7 Immunphanotypisierung von EV

Die Durchflusszytometrie wurde verwendet, um EV zu charakterisieren, die aus KM von AML-
Patienten und gesunden Kontrollen isoliert wurden. Es zeigten sich Differenzen zwischen dem
gesunden Kollektiv und den AML-FLT3-WT- beziehungsweise AML-FLT3-ITD-Kollektiven.
Wahrend gesunde EV eine hohe Expression von CD41, CD44, CD64 und CD81 aufweisen,
zeigen AML-EV eine verstdrkte Expression von CD34 und CXCR4. Die Expression des
myeloischen Blastenmarkers CD34 bestatigt, dass die EV von leukdmischen Zellen stammen.
Es konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen der CD34 Expression auf EV und der
Expression auf den Blasten hergestellt werden (Daten werden nicht gezeigt). So wird
beispielsweise bei Patientenprobe NR 3 (in Abbildung 24 2. Probe von links bei den AML FLT3-
ITD EV) auf den Blasten kein CD34 exprimiert, die EV weisen jedoch zu 79 % CD34 auf. Darliber
hinaus fallt bei den ersten beiden AML FLT3-ITD-EV (Patienten NR 4 und 3) eine verstarkte
Expression von CD64 und CD41 auf. Dies ist weder durch eine geringe Knochenmarkinfiltration
(96 bzw. 85 % Blasten) noch durch eine monozytare Differenzierung erklarbar. Zwischen den

Behandlungen ohne und mit 0,5 uM AZA ergeben sich keine eindeutigen Unterschiede. Es
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konnte nur eine geringfligige, nicht signifikante abnehmende Expression von CXCR4 und CD34
und zunehmende Expression von PD-1 und PDL-1 festgestellt werden. Diese kénnen durch
eine veranderte Knochenmarkszusammensetzung bei direkter Zytotoxizitat oder verdanderte
Methylierungsstatus der Promotoren von Genen bedingt sein. Naheres ist den Abbildungen

24-26 zu entnehmen.

gesunde EV AMLFLT3-WT EV AMLFLT3-ITD EV
n=6 n=4 n=5

cbso ohne AZA
cDe64
CcD41
cD44
cDs81
CD33
CcD34
CXCR4
PDL1

PD1

CD 90 mit AZA
cDe4
CD41
CD44
cbs1
cD33
CD34
CXCR4
PDL1

PD1

Abbildung 24: Durchflusszytometrische Bestimmung der Positivitdt von CD-Markern auf EV ohne (oben) und
mit 0,5 UM AZA (unten). Die Darstellung ohne AZA enthélt an dergleichen Position dieselbe Proben wie die
Abbildung mit AZA. Abgebildet sind Marker mit Unterschieden zwischen den Kollektiven, ein typischer EV-Marker
und myeloischer Marker.
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gesunde EV AMLFLT3-WTEV AMLFLT3-ITDEV
n=6 n=4 n=5

Abbildung 25: Durchflusszytometrische Bestimmung der Positivitat von CD-Markern auf EV. Die Darstellung
enthalt alle untersuchten Marker. Dieselbe Probe mit und ohne AZA-Behandlung findet sich nach CD-Markern

geordnet untereinander in derselben Spalte.
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Abbildung 26: Durchflusszytometrische Bestimmung der Positivitdt von CD-Markern auf EV nach Bindung an
Latexkugeln. Jede Abbildung stellt einen CD-Marker dar (Y-Achse). Alle Proben wurden mit und ohne 0,5 uM AZA
behandelt (X-Achse). Die Ergebnisse zeigen die Medianwerte * Spannweite (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns
Mehrfachvergleich). Expression von CD64: *p<0,05, bezogen auf gesund mit AZA vs. AML-FLT3-WT mit AZA (B).
Expression von CD41: *p<0,05, bezogen auf gesund mit AZA vs. AML-FLT3-ITD mit AZA (C). Expression von CD44:
*p<0,05, bezogen auf gesund ohne AZA vs. AML-FLT3-WT ohne AZA (D). Expression von CD81: *p<0,05, bezogen
auf gesund mit AZA vs. AML-FLT3-ITD mit AZA (E). Expression von CD34: **p<0,01, bezogen auf gesund ohne AZA
vs. AML-FLT3-ITD ohne AZA (G). Expression von CXCR4: *p<0,05, bezogen auf gesund ohne AZA vs. AML-FLT3-
ITD ohne AZA (H). Expression von CD90, CD33, PDL1, PD1, CD71, CD15, CD13, CD123, CD10, CD45, CD135, CD3,
GlyA, CD14, CD19, CD117, CD56, CD7, CD4, HLA-DR und CD38: p>0,05 (A, F, I-AA).
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4.8 Transwellversuch mit CD34-Zellen im oberen Kompartiment

Bei der AML wird die gesunde Hamatopoese unterdriickt. Wie es zur Suppression kommt, ist
nicht vollstandig geklart. In diesem Versuch wurde die hemmende Wirkung von |6slichen
Faktoren, zu denen auch die EV gehoren, geprift. Es wird in diesem Abschnitt mit der
Untersuchung der Wirkung I6slicher Faktoren von CD34 -Zellen begonnen. In 4.9 ist der Effekt

solubler Faktoren, die von CD34*- Zellen abgegeben werden, dargestellt.

4.8.1 FLT3-PCR der gesunden CD34*-Zellen

Als Moglichkeit der Suppression wird die Ubertragung genetischer Information in Betracht
gezogen. Ridder et al zeigten, dass Vesikel umschlossene mRNS Ubertragen werden kann
(Ridder et al., 2014). Der Einbau von DNS in EV ist jedoch grundsatzlich fraglich (Bebelman et
al., 2018). In diesem Versuch wurde speziell der Transfer von DNS mit FLT3-ITD-Mutation auf
gesunde CD34*Zellen untersucht. Dabei wurde die genomische DNS von den gesunden
CD34*-Zellen aus dem unteren Kompartiment analysiert. In keiner Probe konnte eine FLT3-
ITD-Mutation nachgewiesen werden. Es kam also nicht zum DNS-Transfer auf die gesunden
CD34*-Zellen. Eine Suppression der Himatopoese via DNS-Ubertragung einer FLT3-ITD

Mutation konnte somit ausgeschlossen werden.

CD34-im oberen Kompartiment

ohne AZA mit AZA
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Abbildung 27: FLT3-PCR aus genomischer DNS von gesunden CD34*-Zellen aus dem unteren Kompartiment des
Transwellversuchs mit CD34"-Zellen. Im oberen Kompartiment befanden sich CD34-Zellen. Diese stammten
entweder von gesunden, AML-FLT3-WT- oder AML-FLT3-ITD-Spendern. Dieselben Proben wurden mit und ohne
0,5 1M AZA behandelt. Die obere Darstellung zeigt die FLT3-PCR der gesunden CD34"-Zellen des Spenders NR 4,
die untere des Spenders NR 5.
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4.8.2 Viabilitat der CD34-Zellen im oberen Kompartiment und der CD34"-
Zellen im unteren Kompartiment

Nach vier Tagen im Transwell-System ist die Viabilitdit der CD34-Zellen im oberen
Kompartiment geringer als die der CD34*Zellen im unteren Kompartiment. Die AZA-
Behandlung fiihrt in beiden Kompartimenten zu einer minimalen, jedoch nicht signifikanten
Abnahme der Viabilitdt. Die geringen Viabilitdten sind nicht Ausdruck einer direkten
Unterdriickung, sondern kénnen auf die unterschiedlichen, zellspezifischen Medien im
unteren und oberen Kompartiment, zuriickgefihrt werden. Die Medien konnten in das
jeweilige andere Kompartiment diffundieren, sodass die Zusammensetzung des Mediums
nicht mehr ideal fiir die Zellen war. Insgesamt erwiesen sich die gesunden CD34*-Zellen

unabhangig von der Co-Kultivierung als gleich viabel.
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Abbildung 28: Bestimmung der Viabilitdt der gesunden CD34*-Zellen im unteren Kompartiment (links) und der
variablen CD34-Zellen im oberen Kompartiment (rechts). Alle Proben wurden mit und ohne 0,5 uM AZA
behandelt (X-Achse). Y-Achse: Viabilitat in Prozent. Die Ergebnisse zeigen die Medianwerte + Spannweite. p>0,05

(Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Mehrfachvergleich).

4.8.3 Koloniebildungspotential
Das Koloniebildungspotential von gesunden CD34*-Zellen nach Co-Kultivierung im Transwell-
System mit CD34"-Zellen von gesunden und AML-Spendern unterscheidet sich nicht, weder

nach Kurzzeit- noch nach Langzeitkultivierung. Auch sind keine Differenzen zwischen den mit
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Abbildung 29: Anzahl der in Methylzellulose gebildeten Kolonien pro 10 000 gesunde CD34*-Zellen. Die
Koloniebildungsrate wurde nach vier Tagen (links) und nach sechs Wochen (rechts) bestimmt. Die Ergebnisse
zeigen die Medianwerte + Spannweite. p>0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Mehrfachvergleich).
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AZA und den unbehandelten Zellen erkennbar. Eine Beeintrachtigung der Klonogenitat von

gesunden CD34*-Zellen durch soluble Faktoren von CD34-Zellen konnte nicht gezeigt werden.

4.9 Transwellversuch mit CD34*-Zellen im oberen Kompartiment

In diesem Versuch erfolgten die gleichen Untersuchungen wie in 4.8. Der einzige Unterschied
besteht darin, dass die I6slichen Faktoren von CD34*-Zellen und nicht CD34"-Zellen abgegeben

wurden.

4.9.1 FLT3-PCR der gesunden CD34"-Zellen

Analog zu 4.8.1 wurde die genomische DNS von den gesunden CD34*-Zellen aus dem unteren
Kompartiment bezlglich einer FLT3-ITD-Mutation untersucht. Diese konnte in keiner Probe

nachgewiesen werden und somit auch keine DNS-Transfer.

CD34+ im oberen Kompartiment

ohne AZA mit AZA

Spur 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abbildung 30: FLT3-PCR aus genomischer DNS von gesunden CD34*- Zellen aus dem unteren Kompartiment
des Transwellversuchs mit CD34*-Zellen. Im oberen Kompartiment befanden sich CD34*-Zellen, diese stammten
entweder von gesunden, AML-FLT3-WT oder AML-FLT3-ITD Spendern. Dieselben Proben wurden mit und ohne
0,5 1M AZA behandelt. Die obere Darstellung zeigt die FLT3-PCR der gesunden CD34"-Zellen des Spenders NR 2,
die untere des Spenders NR 3.
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4.9.2 Viabilitait der CD34%-Zellen im oberen Kompartiment und unteren
Kompartiment

Im oberen Kompartiment zeigt sich eine Tendenz zur geringeren Viabilitat der CD34*- Zellen
von AML-Spendern im Vergleich zu gesunden. Dies betrifft vor allem die AML-FLT3-ITD-
Proben. Dies ist mutmalRlich, wie bereits in 4.2 und 4.3 erwahnt, auf die Kultur bedingte
Apoptose von AML-Zellen zurickzufiihren und nicht auf eine Beeinflussung durch |6sliche
Faktoren aus dem anderen Kompartiment. Die Viabilitat nimmt unter AZA-Behandlung in
allen drei Kollektiven ab, jedoch nicht signifikant. Ursadchlich hierfiir konnte die direkte
Zytotoxizitdt von AZA sein. Eine minimale, einheitliche Abnahme der Viabilitdt bei AZA-
Behandlung zeigt sich auch im unteren Kompartiment. Ansonsten sind keine Unterschiede der
gesunden CD34*-Zellen abhangig von der Co-Kultivierung feststellbar. Die Abgabe |6slicher

Faktoren von CD34*-Zellen unterschiedlicher Entitaten beeinflusst die Viabilitat nicht.

-
o
o
)
-
=3
=]
)

=
=}
1
(=3
=]
1

CD34+ im oberen
Kompartiment
Ml gesund n=3
FLT3-WTn=4
B FLT3-ITD n=4

=2
o
1
@
=]
1

'
=}
L
-~
=]

1

N
=]
1
N
o
1

Viabilitdt der CD34+ im
unteren Kompartiment [%]

Viabilitat der CD34+ im
oberen Kompartiment [%)]

0 i
ohne AZA mit AZA ohne AZA mit AZA

Abbildung 31: Bestimmung der Viabilitdt der gesunden CD34*-Zellen im unteren Kompartiment (links) und der
variablen CD34*-Zellen im oberen Kompartiment (rechts). Alle Proben wurden mit und ohne 0,5 uM AZA
behandelt (X-Achse). Y-Achse: Viabilitat in Prozent. Die Ergebnisse zeigen die Medianwerte + Spannweite. p>0,05
(Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Mehrfachvergleich).

4.9.3 Koloniebildungspotential

Weder nach Kurzzeit- noch nach Langzeitkultivierung sind Unterschiede im Hinblick auf die

Koloniebildung von gesunden CD34*-Zellen nach Co-Kultivierung im Transwell-System mit
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Abbildung 32: Anzahl der in Methylzellulose gebildeten Kolonien pro 10 000 gesunde CD34*-Zellen. Die
Koloniebildungsrate wurde nach vier Tagen (links) und nach sechs Wochen (rechts) bestimmt. Die Ergebnisse

zeigen die Medianwerte + Spannweite. p>0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Mehrfachvergleich).
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CD34*-Zellen von gesunden und AML-Spendern erkennbar. Auch gibt es keine Unterschiede
durch eine AZA Behandlung. Eine Hemmung des Koloniebildungspotentials von gesunden

CD34*-Zellen durch soluble Faktoren von CD34*-Zellen konnte nicht gezeigt werden.

4.10 Migrationsuntersuchung mit konditionierten Medien

Bei der Unterdrickung der gesunden Hdamatopoese ist der Verlust von Stamm- und
Vorlauferzellen im KM von Bedeutung. In diesem Test wurde untersucht, ob AML-EV zu einer
verstdarkten Mobilisation von CD34*-Zellen vom KM weg beitragen, indem sie Stromafaktoren
dysregulieren, die fir die Erhaltung von Vorldufer- und Stammzellen sorgen. EL08-1D2 wurden
mit EV von AML oder gesunden Spendern beziehungsweise nur mit Puffer inkubiert. Nach
einem Tag wurde das Medium gewechselt. Nach einem weiteren Tag wurde der Uberstand
fir eine Migrationsuntersuchung mit gesunden CD34*-Zellen verwendet. Die Zellmigration
wurde in Transwellplatten mit einer PorengréRe von 5 um durchgefiihrt und mit Count Bright
Beads quantifiziert. Dieser Versuch zeigt eine Tendenz zu einem indirekt negativen Effekt auf
die Wanderung von gesunden CD34*-Zellen gegeniber Medium, welches von EL0O8-1D2
stammt, die mit AML-EV behandelt wurden im Vergleich zu gesunden EV. Diese Wirkung
besteht tendenziell auch bei AZA-Behandlung. Gegeniber der Positivkontrolle migrierten
durchschnittlich 13 % der Ausgang-CD34*-Zellen. Zusammenfassend zeigte sich eine maRige
Beeintrachtigung der Fahigkeit zur Migration von CD34*-Zellen, indem AML-EV auf ELO8-1D2

wirken und CD34*-Zellen von diesen weg mobilisiert werden.
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Abbildung 33: Migrationsuntersuchung mit durch EV konditioniertes Medium. Diese wurde mit und ohne AZA
durchgefiihrt. Es wurde eine CXCL12-Kontrolle mitgeflihrt, um die Migrationsfahigkeit zu Giberpriifen (X-Achse).
Auf der Y-Achse sind die emigrierten CD34*-Zellen im Vergleich zur Pufferkontrolle in Prozent dargestellt. Die
Ergebnisse zeigen die Medianwerte + Spannweite. p>0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Mehrfachvergleich).
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5 Diskussion

Die Knochenmarksnische spielt bei der AML-Entstehung und Aufrechterhaltung der
Erkrankung eine grof3e Rolle. Die Nische wird durch die leukdmischen Zellen moduliert. Viele
Einflussfaktoren werden im Rahmen dessen diskutiert, darunter auch die Kommunikation
zwischen den Zellen Uber einen Transfer von spezifischen EV. Diese kdnnen moglicherweise
zu funktionellen Veranderungen in den Zielzellen fiihren und somit zur Leukdmieentstehung
und —aufrechterhaltung beitragen. In der vorliegenden Doktorarbeit unterscheiden sich die
EV aus KM von AML-Patienten immunphé&notypisch deutlich von EV von gesunden Spendern.
Das Knochenmark von AML-Patienten ist durch eine signifikant erhéhte Expression von CXCR4
und CD34 auf EV charakterisiert. Der Nachweis einer verstarkten Expression von CXCR4 auf EV
von AML-Patienten wurde bereits in anderen, im folgenden aufgefiihrten Publikationen
beschrieben. Grundsatzlich kénnen bei leukdmische Blasten von Patienten mit AML
unterschiedliche Mengen von CXCR4 exprimiert werden (Mohle et al., 1998). Kalinkovich et al
zeigten, dass AML-Patientenmaterial erhdhte Plasma- und Knochenmarkspiegel von CXCR4*-
Mikropartikel aufweist. Durchflusszytometrisch wurde CXCR4 sowohl bei gesunden Spendern
als auch bei AML-Patienten nachgewiesen. Im ELISA waren die Spiegel von CXCR4 bei AML-
Patienten gegeniiber gesunden Patienten signifikant erhoht. Huan et al untersuchten RNS-
Transkripte aus Exosomen von AML-Patienten auf das Vorhandensein von CXCR4. In allen
AML-Primarproben und —Zelllinien konnte ein RNS-Transkript von CXCR4 nachgewiesen
werden (Huan et al., 2013). Auch zur Expression von CD34 auf EV von AML-Patienten gibt es
konforme Studien. CD34 kann sich auf der Oberflache von AML-Zellen befinden (Oyan et al.,
2005). Szczepanski et al isolierten Mikrovesikel aus Plasma von AML-Patienten und gesunden
Spendern. Bei 16 von 19 AML-Patienten zeigte sich durchflusszytometrisch eine Expression
von CD34, welche bei den gesunden Spendern nur kaum nachweisbar war (Szczepanski et al.,
2011). Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Messungen der
Oberflachenexpressionsmarker ergaben auch, dass auf EV von gesunden Knochenmarkern im
Vergleich zu AML-EV mehr CD41, CD44, CD64 und CD81 exprimiert wird. Es handelt sich dabei
um Marker der physiologischen Populationen des Knochenmarks. CD41 ist ein
Adhdsionsrezeptor, ein Thrombozyten- und Megakaryozytenmarker. Dieser kommt auch in
einem geringen Level auf primitiven hamatopoetischen Zellen vor (Debili et al., 2001). Ebenso

ein Adhéasionsrezeptor und Stammzellmarker ist CD44. Dieses wird aber auch auf vielen
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Krebsarten inklusive AML exprimiert. (Senbanjo and Chellaiah, 2017). CD64 ist ein integrales
Membranglykoprotein, Makrophagen- und Monozytenmarker (Olweus et al., 1995). CD81
gehort zur Gruppe der Tetraspanine und ist wichtig fiir den Erhalt der funktionalen Integritat
von hamatopoetischen Stammzellen wdhrend der Regeneration (Lin et al., 2011).
Zusammenfassend kdonnen die Expressionsunterschiede auf eine unterschiedliche Beladung
bzw. Oberflachenexpression maligner im Vergleich zu gesunden EV hindeuten. Hinweise
hierflr gibt es auch bei der Proteinbestimmung mit einer Tendenz zu héheren Proteinmengen
in AML-EV. Hong et al wiesen in Exosomen, die aus dem Plasma von neu diagnostizierten und
unbehandelten AML-Patienten isoliert wurden, ebenso erhéhte Proteinspiegel im Vergleich
zu Kontrollexosomen nach. Die Exosomen wurden allerdings aus Plasma und nicht wie bei
meinen Experimenten aus Knochenmark gewonnen. Bei ihren Untersuchungen bestand keine
Korrelation vom Proteinlevel zur Prozentzahl der Blasten oder zum zytogenetischen Profil der
Patienten. Auch konnte der Proteinspiegel keine Voraussagen zum Ansprechen auf die
Induktionstherapie machen, jedoch konnten signifikante Verdanderungen im exosomalen
Proteinlevel, die nach einer Induktion oder einer Konsolidierung auftraten, nitzlich sein fiir
die Evaluierung des Ansprechens auf die Chemotherapie. Die Abnahme des Proteinlevels der
Exosomen im peripheren Blut stimmte mit der Abnahme von Blasten im Knochenmark liberein
(Hong et al., 2014). Bereits Studien aus den 1970-er vermuten, dass AML-Blasten die normale
Hamatopoese hemmen. Chiyoda et al zeigten, dass leukdamische Knochenmarkszellen die
Koloniebildungsfahigkeit von normalen Knochenmarkszellen unterdriicken kdnnen,
wohingegen normale Knochenmarkszellen kaum suppressive Eigenschaften haben (Chiyoda
et al., 1976). Zu einer vergleichbaren Schlussfolgerung kamen auch Broxmeyer et al. Sie
untersuchten Zellextrakte und konditioniertes Medium von KM und PB von Patienten mit
akuter Leukdmie auf die Aktivitdt gegeniiber KBE. Beide Versuchsansatze hatten einen
hemmenden Einfluss auf die Koloniebildung von normalen KBE (Broxmeyer et al., 1978). Dass
sich die Unterdriickung der normalen Hamatopoese auch bei Versuchen mit konditionierten
Medien zeigt, weist darauf hin, dass die Beeinflussung moglicherweise (iber 16sliche Faktoren
wie EV und nicht nur uber direkte Zellkontakte beeinflusst werden koénnte. Die
Studienergebnisse zu den Effekten der AML auf KBE sind teilweise sehr unterschiedlich bis
widersprichlich. Neben den bereits genannten Studien, bei denen eine Hemmung der
normalen KBE gesehen wurde, wiesen andere Studien eine Unterdriickung nicht nach.

Goldman et al berichtete sogar davon, dass monozytadre Leukdamien zu einem Anstieg von KBE
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fihren koénnen (Goldman et al., 1976). Resimierend konnte in dieser Doktorarbeit keine
signifikante Modulation der Koloniebildung von CD34*-Zellen durch soluble Faktoren aus
Knochenmark von AML-Patienten festgestellt werden. Eine mdgliche Ursache hierfiir ist die
Inhomogenitdt der AML-Patienten. Auch von Bedeutung ist, dass samtliche soluble Faktoren
wie Zytokine mitwirkten und in den bisher genannten Studien keine reine EV-Fraktion getestet
wurde. Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit auch die Manipulation der Migrationsfahigkeit
von CD34*-Zellen indirekt Gber die Behandlung von Stromazellen mit EV analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass gesunde CD34*-Zellen tendenziell weniger von stromalen ELO8-1D2-
Zellen angelockt werden, wenn die Stromazellen vorher mit EV von AML-Patienten in Kontakt
kamen. Dies stimmt mit den Aussagen der in vitro und murinen Xenograftstudien von Huan et
al Gberein. Sie wiesen nach intrafemoraler Injektion von AML-Exosomen eine erhdohte Anzahl
an Progenitorzellen im peripheren Blut nach. Sie demonstrierten auch, dass AML-Exosomen
wesentliche Retentionsfaktoren wie SCF oder CXCL12 in stromalen Zellen herunterregulieren
konnen, was zu einer hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellmobilisierung vom
Knochenmark weg fihrt (Huan et al., 2015). Die in der Migrationsuntersuchung gezeigten
tendenziellen Unterschiede konnten eventuell durch die Verwendung einer anderen
stromalen Zelllinie vergroRert werden. Auiti al untersuchten die chemotaktische Wirkung auf
CD34*-Zellen durch konditionierte Medien, die von verschiedenen stromalen
Knochenmarkzelllinien stammten. Besonders MS5-Zellen fielen durch eine gute Chemotaxis
auf CD34*-Zellen. Daneben kénnte eine hohere Migrationsbereitschaft der CD34*-Zellen zu
deutlicheren Unterschieden flihren. Beispielsweise reagiert die murine myeloische
Progenitorzelllinie M1 chemotaktisch nicht gut auf CXCL12 (Aiuti et al., 1997). Zur
Uberpriifung der Migrationsfahigkeit wurde in meinen Versuchen als Positivkontrolle 100
ng/ml CXCL12 mitgefiihrt. Es migrierten durchschnittlich 13 % der Ausgang-CD34*-Zellen
gegenlber der Positivkontrolle. Bei Aiuti et al migrierten in einem transendothelialen Ansatz
von CD34*-Knochenmarkszellen ca. 25 % der Ausgangszellen. Die eingesetzten CD34*-Zellen
wiesen also eine eingeschriankte Migrationsbereitschaft auf. Es ist bekannt, dass AZA, ein
Methyltransferaseinhibitor und ein Demethylierer von Promotoren in CpG-Regionen von
vielen Genen, die Expression von Genen wiederherstellen oder steigern kann (Fenaux et al.,
2010). Es gibt allerdings nur wenige Studien Uber die Effekte von AZA auf EV. In den hier
aufgefihrten Untersuchungen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen EV mit und

ohne AZA-Behandlung festgestellt werden. Damit liel§ sich unsere Ausgangshypothese, dass
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AZA den Inhalt und die Wirkung von AML-EV modulieren kdnnte, nicht bestatigen. Es ergaben
sich lediglich tendenzielle Unterschiede bei der Immunphénotypisierung bei den Markern
CXCR4, CD34, PD-1 und PDL-1 und der Proteinmengenbestimmung. Bei der
Proteinbestimmung nimmt die Menge des Proteins nach Behandlung mit AZA zu. Eine hohere
Proteinkonzentration in EV nach Behandlung mit hypomethylierende Substanzen stellten
auch Xiao et al fest. Sie verwendeten allerdings Decitabin bei der Isolierung von Exosomen,
die von HepG: und Hep3B (HCC-Zelllinien) stammten. Die Konzentration von Gesamtprotein
in Exosomen war nach einer Behandlung mit Decitabin signifikant héher als ohne Behandlung.
Decitabin kann folglich durch Demethylierung die Proteinmenge in Exosomen erhéhen (Xiao
et al., 2010). Anhaltspunkte fir Unterschiede nach Behandlung mit AZA ergaben sich auch bei
der Immunphéanotypisierung der EV. Die Expression von PDL-1 und PD-1 nahm nach AZA-
Behandlung zu, wahrend die Expression von CXR4 und CD34 abnahm. @rskov et al legten dar,
dass PD-1 liber DNS-Methylierung reguliert wird. Sie untersuchten die PD-1-Promotor-
Demethylierung von T-Zellen aus peripherem Blut von Patienten, die mit AZA behandelt
wurden. Bei 41 % der Patienten zeigte sich eine signifikante Abnahme in der
Promotorenmethylierung. Die PD-1-Promotoren-Demethylierung korrelierte mit einer
Zunahme der PD-1-Expression. DarlUber hinaus korrelierte die PD-1-Promotoren-
Demethylierung mit einem schlechten Therapieansprechen und einem kiirzerem
Gesamtliberleben (@rskov et al., 2015). Diese Ergebnisse dhneln denen von Yang et al. Sie
untersuchten unter anderem die PDL-1- und PD-1-Expression in peripherem Blut nach
Behandlung mit hypomethylierenden Substanzen. Beide Marker wurden hochreguliert.
Patienten, die resistent gegen die Therapie waren, zeigten eine relativ starke Zunahme bei
den Genexpressionen verglichen mit den Patienten, die auf die Therapie ansprachen. Auch
eine Exposition von Leukdmiezelllinien und humanen Proben gegeniiber Decitabin flihrte zu
einer partiellen Demethylierung von PD-1 (Yang et al., 2014). Hypomethylierende Substanzen
induzieren also die PD-1- und PDL-1-Expression, was konform mit den gezeigten Ergebnissen
ist. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den hier aufgefihrten Ergebnissen eine
Expressionshemmung von CXCR4 und CD34 auf EV durch AZA. Lee et al behandelten humane
MSZ mit AZA. Die Promotoren von CXCR4 wurden durch die AZA-Behandlung hypomethyliert
und es wurde eine erhohte Expression von CXCR4 nachgewiesen (Lee et al., 2015). Zu einem
vergleichbaren Resiimee kamen auch Li et al. Sie injizierten LS174T-Kolonkrebszellen in die

vordere Augenkammer, subkutan oder in die Milz. Es wurde die CXCR4-Expression bestimmt.
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Die Tumorzellen, die von der vorderen Augenkammer stammten, zeigten geringere CXCR4-
Expressionen verglichen zu den subkutanen oder denen aus der Milz. Die Tumorzellen aus der
vorderen Augenkammer wiesen eine erhéhte Methyltransferaseaktivitat auf. Es erfolgte eine
Behandlung mit 5-AZA-2-deoxycytidin, um eine Demethylierung zu erzeugen. Dies fiihrte bei
den Tumorzellen aus der vorderen Augenkammer zu einer Hochregulierung von CXCR4 (Li et
al., 2013). Auch die Expression von CD34 wird epigenetisch reguliert, wie Walczak-Drzewiecka
et al darlegten. Sie untersuchten die Differenzierung von Mastzellen aus zirkulierenden,
pluripotenten hamatopoetischen Progenitoren. Die in vitro Mastzelldifferenzierung ist
assoziiert mit einer abnehmenden CD34-Expression und einer zunehmenden HIF1A-
Expression. Parallel zu diesen Veranderungen danderte sich auch der Methylierungsstatus der
jeweiligen Promotoren (Walczak-Drzewiecka et al., 2008). Diese Studien deuten an, dass die
von der epigenetischen Regulation abhangige DNS-Methylierung die
Genexpressionsverdanderungen vermittelt. Eine Induktion der Expression von CXCR4 und CD34
erfolgte bei Hypomethylierung. Es wurden jedoch nur die Zellen untersucht und keine EV. Eine
reduzierte Expression von CXCR4 und CD34 auf EV nach AZA-Behandlung ist durch ein

vermindertes Abtransportieren auf EV erklarbar.

Die erwdhnten Studien zeigen, dass leukdmische EV an der Umgestaltung der Mikroumgebung
und der Unterdriickung der gesunden Hamatopoese bei der AML beteiligt sind. Auch wenn in
dieser Arbeit keine direkten zielspezifischen Effekte gezeigt werden konnten, deuten die
Unterschiede zwischen gesunden Spendern und AML Patientenproben bei der
Charakterisierung der EV auf eine mogliche Beteiligung an der Dysregulation von Faktoren, die
fir den Erhalt der Hamatopoese wichtig sind, hin. Tendenzielle Unterschiede in den
Eigenschaften der AML-EV nach Behandlung mit AZA, sowie in der Literatur beschriebene
Genexpressionsverdanderungen durch hypomethylierende Substanzen implizieren, dass AML-
EV therapeutische Ziele des Stammzellnische zerstorenden Effekts der Leukdamiegenese

darstellen kénnten.

65



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) fiihrt zu Knochenmarksinsuffizienz mit konsekutiver
Panzytopenie, was wiederum Infektions- und Blutungskomplikationen hervorruft. Dies erfolgt
einerseits durch Verdrangung der gesunden Hamatopoese aufgrund von massiver Expansion
der Blastenpopulation mit starker Proliferation und Ausbreitung der Zellen, andererseits
durch Umgestaltung der gesamten Nische durch die malignen Zellen. Die Kommunikation der
AML-Zellen mit ihrer Nische basiert zum einen auf Zell-Zell-Kontakten, zum anderen auf
solublen Faktoren. Es wird vermutet, dass extrazelluldre Vesikel (EV), die kleine RNS, Lipide
und Proteine beinhalten, und von Zellen aufgenommen werden koénnen, in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen. Es ist deshalb von Interesse die Beladung von EV, die von
AML-Zellen sekretiert werden, zu untersuchen und herauszufinden, ob sie durch eine anti-
leukamische Therapie, z. B. hypomethylierende Substanzen wie Azacitidin, von denen bekannt
ist, dass sie die RNS-Synthese beeinflussen, moduliert wird. Zu diesem Zweck wurden EV
verschiedener Subtypen der AML und gesunder Spender untersucht. Die FLT3-ITD-Mutation
ist die bei der AML am haufigsten beschriebene genetische Aberration und ist mit einer
schlechten Prognose, hohen Blastenanzahl, erhohtem Rezidivrisiko und kirzerem
Gesamtliberleben assoziiert. FLT3-ITD AML-Zellen werden vor Chemotherapie von ihrer
Knochenmarksnische geschitzt. Aus diesem Grund wurde sie als eine AML-Entitat gewahlt,
um sie mit FLT-WT AML-EV zu vergleichen. Die Immunphanotypisierung von EV, die aus KM
von AML-Patienten isoliert wurden, zeigt im Vergleich zu EV von gesunden Spendern
signifikante Unterschiede in der Expression von Oberflachenmarkern: Wahrend gesunde EV
eine Expression von CD41 (*p<0,05, gesund mit AZA vs. AML-FLT3-ITD mit AZA), CD44
(*p<0,05, gesund ohne AZA vs. AML-FLT3-WT ohne AZA), CD64 (*p<0,05, gesund mit AZA vs.
AML-FLT3-WT mit AZA) und CD81 (*p<0,05, gesund mit vs. AML-FLT3-ITD mit AZA) aufweisen,
haben maligne EV ein deutlich anderes Oberflaichenmarker-Expressionsmuster mit Expression
von CD34 (**p<0,01, gesund ohne AZA vs. AML-FLT3-ITD ohne AZA) und CXCR4 (*p<0,05,
gesund ohne AZA vs. AML-FLT3-ITD ohne AZA). Die Proteinmessung von malignen vs.
gesunden EV ergibt einen Trend zu hoheren Proteinspiegeln in EV, die von AML-Zellen
stammen (n.s., p>0,05). Darliber hinaus zeigt diese Arbeit keinen Einfluss von I&slichen
Faktoren von malignen Zellen auf die Koloniebildungsbereitschaft gesunder CD34*-Zellen.

Gesunde CD34*-Zellen werden jedoch seltener von Stromazellen angelockt, wenn sie zuvor
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mit AML-EV in Kontakt gekommen sind. Eine Modulation der Beladung von EV durch AZA lasst
sich experimentell nicht sicher nachweisen, wobei die Untersuchung von RNS aus EV nicht
Bestandteil dieser Arbeit war. Nur leicht erhdhte AML-EV Proteinspiegel und leicht verdanderte
Expressionen der EV Oberflachenmarker CXCR4, CD34, PD-1 und PDL-1 durch AZA-Behandlung
werden gezeigt. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass AML-EV die

gesunde Hamatopoese und die Mikroumgebung des Knochenmarks beeinflussen.
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