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1. Einleitung

Im Méarz 1845 wurde eine 50-jahrige Patientin namens Marie Straide in die Ber-
liner Charité aufgenommen. Sie prasentierte sich mit Diarrhoe, Epistaxis, Bein-
0demen und einer Splenomegalie. lhr Zustand verschlechterte sich rapide und
sie verstarb innerhalb von drei Monaten. Als Rudolf Virchow eine Obduktion
durchfuhrte, fand er eine gelb-griine Substanz im Herzen, der Aorta und den
unteren Extremitaten. Diese Substanz &@hnelte Pus. Bei der mikroskopischen
Untersuchung stellte Virchow ein umgekehrtes Verhaltnis der roten und weil3en
Blutkdrperchen fest (Kampen, 2012). Fast zeitgleich beschrieb John Bennett
seine Entdeckung der ,Leukozythamie“ (Bennett, 1845). 1847 postulierte
Virchow die Erkrankung ,Leukamie®, welche sich als Begriff durchsetzte
(Seufert, 1982). Bis heute besteht kein Konsens uber den ,wahren“ Entdecker
der Leukamie (Beutler, 2001; Kampen, 2012). In der Literatur sind Alfred Vel-
peau, Alfred Donné, John Bennett und Rudolf Virchow haufig genannte Akteure
(Kampen, 2012).

Aktuell gewinnt das Krankheitsbild der Leukamien stetig an Bedeutung. Die Re-
levanz und das wissenschaftliche Interesse sind an der steigenden Anzahl der
Publikationen sichtbar. Bis 1950 erschienen 955 Artikel Gber Leukamien, von
1950 bis 2000 bereits 157.204 und in den vergangenen zehn Jahren nochmal
uber 69.063 Artikel (Kampen, 2012). Leukamien lassen sich im Allgemeinen in
wie folgt unterteilen: in je zwei chronische (chronische myeloische und chroni-
sche lymphatische Leukamie) und je zwei akute Formen (akute myeloische und
akute lymphatische Leukamie. Die Arbeit fokussiert sich insbesondere auf die
AML.

Beobachtungen zeigen einen Anstieg der AML Inzidenz weltweit im Zeitraum
von 1990 bis 2017 (Yi et al., 2020). 2016 betrug die altersstandardisierte Inzi-
denz 4,3 pro 100.000 Personenjahre in den USA (Shallis et al., 2019). 62% aller
Leukamie assoziierten Todesfélle in den USA sind auf die AML zuriickzufiihren,
was in absoluten Zahlen tber 10.000 Menschenleben bedeutet (Shallis et al.,
2019).

Die mediane Uberlebenszeit der betroffenen Patienten betragt in etwa 8,5 Mo-
nate (Shallis et al., 2019). Das Langzeitiiberleben ist stark abhangig vom Alter
der Diagnosestellung. Patienten, die vor ihrem 40. Lebensjahr diagnostiziert
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wurden, zeigen ein finffach héheres 2- und 5-Jahres-Uberleben im Vergleich
zu Diagnosestellungen nach dem 65. Lebensjahr (Song et al., 2018). Das Out-
come der Erkrankten konnte in den letzten Jahren durch prazisere Therapien
wie gezielte Angriffspunkte (De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016; Stone et al.,
2017) und den Fortschritt der Begleitmedikation wie Antibiotika verbessert wer-
den (Kadia et al., 2016).

Die einzige kurative Therapie der AML bleibt jedoch die allogene Stammzell-
transplantation. Derzeitiger Forschungsgegenstand ist die Optimierung der
Transplantationsbedingungen (Boyd et al., 2014). Insgesamt konnte die Mortali-
tat dieser riskanten Therapie tber die Jahre reduziert werden, wenn die Ergeb-
nisse der Transplantationen von 1993 bis 1997 und von 2003 bis 2007 mitei-
nander verglichen werden (Gooley et al., 2010).

Im Zusammenhang mit Knochenmarkstransplantationen wurde deutlich, dass
die Knochenmarksnische als Ort der Blutbildung und gleichzeitig Umgebung der
leukamischen Zellen (leukemia initiating cells, LICs) die Tumorgenese beein-
flusst (Boyd et al., 2014; Kovtonyuk et al., 2016; Mirantes et al., 2014).
Wahrend die Regulierung in der gesunden Nische weitgehend verstanden ist
(Mendelson & Frenette, 2014; Wei & Frenette, 2018), bleiben die Mechanismen
der leukamischen Nische unklar (Mirantes et al., 2014).

Eine besondere Zellgruppe der Nische bilden mesenchymale Stammzellen
(MSCs). Durch komplexe Regulationsmechanismen kdénnen sie mithilfe von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren die gesunde Hamatopoese sowie die Tumo-
rentwicklung steuern (Bergfeld & DeClerck, 2010; Hanahan & Weinberg, 2011).
Ob MSCs tumorférdernd oder antitumoral wirken wird kontrovers diskutiert
(Bergfeld & DeClerck, 2010; Fang & Salven, 2011). Um den Sachverhalt fokus-
siert zu durchleuchten, habe ich ein typisches Kennzeichen von Krebszellen,
die Resistenz gegen den Zelltod, néher untersucht (Hanahan & Weinberg,
2011). Im Detail handelt es sich um eine bestimmte Art von Zelltod, der soge-
nannten regulierten Nekrose bzw. Nekroptose.

In dieser Dissertation stelle ich die Relevanz der regulierten Nekrose in der
Knochenmarksnische fir die Pathogenese der akuten myeloischen Leuké&mie

dar.
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2. Problemstellung

Um diesen Themenkomplex besser zu verstehen, ist es sinnvoll sich zunachst
die drei Teilaspekte Hamatologie und die Pathogenese der AML, die Knochen-
marksnische und deren Zusammensetzung und die regulierte Nekrose als Sig-
nalweg gesondert zu betrachten. Anschliel3end kénnen diese Themen zusam-
mengefuhrt und die sich daraus ergebende Fragestellung diskutiert werden.

Eingangs soll die Pathogenese der AML knapp umrissen werden. Akute Leu-
kamien im Allgemeinen sind definiert als maligne klonale Neoplasien der hama-
topoetischen Vorlauferzellen mit 2 20% unreifzelliger Blasten im peripheren Blut
oder im Knochenmark. Bei der AML sind myeloische Vorlauferzellen betroffen.
Folge ist haufig eine Panzytopenie im peripheren Blut mit entsprechenden
Symptomen wie Abgeschlagenheit und Infektanfalligkeit und Blutungsneigung
(Herold, 2019). Atiologisch spielen Faktoren wie genetische Veranderungen der
Stammzellen (Levine, 2013; Thomas & Majeti, 2017), Knochenmarksschadi-
gung durch Noxen wie Benzol und Chemotherapeutika wie Alkylanzien (Leone
et al., 1999), Entwicklungen aus anderen hamatologischen Erkrankungen wie
dem myelodysplastischen Syndrom und das Zigarettenrauchen eine Rolle
(Shallis et al., 2019). Daraus ergeben sich myeloische Vorlauferzellen mit ei-
nem Differenzierungsblock, die die Produktion von reiferen hamatopoetischen
Progenitorzellen und schlie3lich die physiologische Blutbildung verhindern
(Miraki-Moud et al., 2013). Gegenstand aktueller Forschung ist die medikamen-
tése Aufhebung des Differenzierungsblockes der leuk&dmischen Zellen bei-
spielsweise durch epigenetische Modifizierung durch IDH-Inhibitoren (Bose &
Konopleva, 2018) und KDM1A-Inhibitoren wie ORY-1001 (Maes et al., 2018).
Denn bisher wird das Krankheitsbild mittels konventioneller Chemotherapeutika
wie Cytarabin und Daunorubicin, Idarubicin oder Mitoxantron oder der alloge-
nen Stammzelltransplantation therapiert (Herold, 2019). Bei AMLs mit bestimm-
ten genetischen Anomalien wie der FLT3-ITD Mutation, kann die Therapie zu-
satzlich zum Chemotherapie-Schema mit Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Mi-
dostaurin oder Sorafenib erganzt werden (De Kouchkovsky & Abdul-Hay,
2016). Ansatze die AML gezielter mittels Tyrosinkinase-Inhibitoren, STAT-
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Inhibitoren, monoklonaler Antikdrper sowie CART Therapie zu behandeln, fuhrt
aufgrund der molekularen Diversitat der malignen Zellen nur bedingt zum Erfolg
(De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016). Neben den bereits genannten Ansatzen,
die direkt auf die leukamischen Zellen wirken, gibt es Hypothesen, die das Mik-
romilieu der Tumorzellen und somit die Knochenmarksnische betreffen. Die
Tumorumgebung férdert die Proliferation, das Uberleben und die Migration vom
Tumor selbst (Coussens, 2002) und unterdrickt die physiologische Hamatopo-
ese (Boyd et al., 2014). Ein pro-inflammatorisches Zytokin, das in der Tumo-
rumgebung zur Expansion von LICs und zeitgleichen Unterdriickung normaler
HSPCs fihrt, ist beispielsweise Interleukin-1 (Carey et al., 2017). Insgesamt ist
die Knochenmarksnische maf3geblich fir die Regulation der Hamatopoese.
Mesenchymale Stammzellen, Osteoblasten und Endothelzellen unterstitzen
durch Chemokine die physiologische Blutbildung (Morrison & Scadden, 2014),
indem sie die Aktivitdt der HSCs steuern (Mendelson & Frenette, 2014; Wei &
Frenette, 2018). Leukdmien verandern dieses Mikromilieu zu ihren Gunsten
(Raaijmakers et al., 2010; Reynaud et al., 2011; Schepers et al., 2013).

Generell sind Nischen durch ihre Anatomie und ihre Funktion definiert
(Scadden, 2006). Stammzellpopulationen sind in Nischen organisiert. Das heil3t
HSCs befinden sich in spezifischen anatomischen Bereichen und werden dort
durch Zellen der Nische geschitzt sowie in ihrer Proliferation, dem Erhalt, der
Reparatur unterstitzt. Gleichzeitig wird tUberschwénglicher Zellteilung vorge-
beugt (Morrison & Spradling, 2008; Scadden, 2006). Um die Knochenmarksni-
sche zu verstehen, miussen ihre Bestandteile gesondert betrachtet werden. Da-
zu gehoren mesenchymale Stammzellen, die in Adipozyten, Chondroblasten
und Osteoblasten differenzieren kénnen (Mendes et al., 2005). Weiterhin zah-
len Osteozyten, Endothelzellen, adrenerge Nervenzellen, HSC Nachkommen
wie Makrophagen, Megakaryozyten, T-Zellen sowie neutrophile Granulozyten
dazu (Wei & Frenette, 2018).

Adipozyten scheinen HSCs negativ zu regulieren, sodass fettreiches Knochen-
mark weniger HSPCs und weniger hamatopoetische Aktivitat zeigt im Vergleich
zu fettarmen Mark (Naveiras et al., 2009). Allerdings bleibt unklar, ob dieser
Mechanismus direkt oder indirekt von Adipozyten gelenkt wird. Der Einfluss von

Osteoblasten und -zyten kann nicht prazise von dem der MSCs getrennt wer-
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den. Trotzdem ist anzunehmen, dass sie auf HSCs regulatorisch wirken, da sie
zum einen Nachfolger von MSCs sind und zum anderen ohne Osteozyten die
G-CSF Mobilisierung von HSCs reduziert ist (Asada et al., 2013). Aul3erdem
fuhrt die Abwesenheit von Osteozyten zu schweren Lymphopenien (Sato et al.,
2013). Endothelzellen tragen zur Sekretion von CXCL12 (Ding & Morrison,
2013; Greenbaum et al.,, 2013), Stem Cell Factor (Ding et al., 2012) sowie
JAGGED-1 (Poulos et al., 2013) bei. Diese Zytokine regulieren die Proliferati-
on, Aktivitat und den Erhalt der HSCs (Omatsu et al., 2010; Sugiyama et al.,
2006). AuBRerdem wirken Endothelzellen tber Notch Liganden und E-Selectin
auf die HSC Expansion und die Hamatopoese nach myelosuppressivem Stress
(Hooper et al., 2009; Kobayashi et al., 2010; Winkler et al., 2012).

Das Knochenmark wird durch das autonome Nervensystem innerviert. Adr-
energe Nervenzellen des Sympathikus tragen durch Sekretion von Noradrenalin
zur HSC Mobilisierung und hamatopoetischen Erholung bei (Wei & Frenette,
2018). Dariuber hinaus wird Uber B3-Adrenorezeptoren die zirkadiane CXCL12
Freisetzung durch Stromazellen und HSC Freisetzung aus dem Knochenmark
beeinflusst (Lucas et al., 2008; Mendez-Ferrer et al., 2008). Sowohl die direkte
Mobilisierung von HSPCs als auch die Zusammensetzung der Nische aus Os-
teoblasten wird vom sympathischen Nervensystem gesteuert (Katayama et al.,
2006). Ferner kommt es in der Knochenmarksnische zur Autoregulation von
HSCs durch ihre Nachfolger wie den Makrophagen, Megakaryozyten, T-Zellen
und neutrophilen Granulozyten. Makrophagen tragen direkt zur HSC Erhaltung
und indirekt Uber andere Nischenzellen vor allem tber Osteoblasten und -zyten
zur HSC Retention bei (Chow et al., 2011; Christopher et al., 2011). Bei einer
Reduktion von Makrophagen konnte eine erhéhte Freisetzung von HSCs ins
periphere Blut beobachtet werden (Winkler et al., 2010).

Megakaryozyten gelten als direkte Regulatoren des steady-state HSC Ruhezu-
sands (Bruns et al., 2014; Zhao et al., 2014). Durch die Signalmolekiile CXCL4
und TGF-B1 kann dieser Ruhezustand erhalten werden. Bei in vitro Ko-Kulturen
mit HSCs und Megakaryozyten beobachtete man hingegen eine verstarkte HSC
Proliferation (Heazlewood et al., 2013; Nakamura-Ishizu et al., 2015). Diese
gegensatzlichen Mechanismen lassen auf eine kontextabhangige Regulation

der Megakaryozyten schlie3en und erfordern weitere Forschung.
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T-Lymphozyten der Nische unterscheiden sich von peripheren T-Zellen (Di
Rosa & Santoni, 2002; Price & Cerny, 1999; Zeng et al., 2002). Das Verhaltnis
von CD4/CD8 positiven T-Zellen ist in der Peripherie nicht so ausgeglichen im
Vergleich zur Ratio der in der Nische. CD4*-T-Zellen scheinen die Hamatopoe-
se positiv zu beeinflussen (Monteiro et al., 2005; Sharara et al., 1997). CD8"-
zytotoxische-T-Zellen sind in der Lage eine Emergency-Hamatopoese auszulo-
sen, indem sie die Proliferation von Progenitorzellen hochregulieren (Schirch et
al., 2014). CD150*-Treg-Zellen dagegen erhalten HSCs durch Adenosin Pro-
duktion im Ruhezustand (Hirata et al., 2018). Neutrophile Granulozyten agieren
als Bindeglied zwischen autonomem Nervensystem und der Nische in einem
zirkadianen Rhythmus (Zhang et al., 2015). Dadurch kommt es zur Modulation
von CXCL12 produzierenden Nischenzellen und HSPC Retention im Knochen-
mark (Casanova-Acebes et al., 2013). Andererseits setzen Neutrophile PGE2
frei, das wiederum Uber Osteoblasten und -zyten zur G-CSF-induzierten HSC
Mobilisierung fuhrt (Kawano et al., 2017).

Mesenchymale Stammzellen sind wohl eines der wichtigsten Bestandteile der
Nische, da sie in Osteoblasten, Chondroblasten, Fibroblasten und Adipozyten
differenzieren konnen und somit komplexen Einfluss auf die hamatopoetische
Unterstlitzung ausiben, auch wenn undifferenzierte mesenchymale Stammzel-
len nur 0,01% bis 0,001% der mononukledren Zellen der Nischenpopulation
ausmachen. Zum Vergleich: HSCs reprasentieren 1% der genannten Populati-
on (Civin et al., 1996; Pittenger et al., 1999) Zellzyklusregulation, Migration so-
wie Freisetzung oder Verbleib der HSCs in der Nische werden streng von
MSCs kontrolliert (Mendez-Ferrer et al., 2010; Omatsu et al., 2010; Schepers et
al., 2015). Dies geschieht vor allem durch die Sekretion von SCF, CXCL12 und
spezieller von Adiponectin aus Adipozyten sowie G-CSF aus Osteoblasten
(Sugiyama et al., 2006; Taichman RS, 1994; Yokota et al., 2000).

Neben diesen direkten Mechanismen sind MSCs in der Lage die Hamatopoese
indirekt, durch Einfluss auf andere Zellen, zu pragen. Hiervon ist das Immun-
system besonders betroffen. Die Inhibition der T-Zellproliferation mittels In-
dolamin-2,3-Dioxygenase und Kynurenin lasst auf eine anti-inflammatorische
Wirkung der Stromazellen schlieRen (Bartholomew A, 2002; Di Nicola M, 2002;

Frenette et al., 2013). Dies konnte auch den antiproliferativen Effekt auf B-
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Zellen erklaren (Asari et al., 2009; Corcione et al., 2006). Die immunologische
Antwort wird Uberdies von mesenchymalen Stamm- und Vorlauferzellen, durch
Wirkung auf Makrophagen, dendritische Zellen und natirliche Killerzellen tber
Cyclooxygenase 2 und Prostaglandin E2, moduliert (Frenette et al., 2013;
Nemeth et al., 2009).

Im Hinblick auf die duale Funktion der MSCs, die einerseits die Knochen-
marksnische verwalten und andererseits das Immunsystem mitregulieren, bil-
den MSCs ein Bindeglied zwischen Stammzellbiologie und Immunologie in der
Onkogenese.

Im Rahmen von malignen Tumorerkrankungen und Entziindungen werden
MSCs Uber Chemokinfreisetzung rekrutiert, um angiogenetisch, immunmodula-
torisch und osteolytisch zu wirken (Dwyer et al., 2007; Lin et al., 2008). Die ent-
arteten Zellen werden dadurch in ihrem Wachstum, im Uberleben und ihrer
Therapieresistenz bestéarkt (Bergfeld & DeClerck, 2010; Prockop, 2009). Eine
Studie stellt den Zusammenhang zwischen MSC Sekretion und erleichterter
Metastasierung von Brustkrebs her. Hierbei beobachtete man, dass die Freiset-
zung einer Disintegrin und Metalloproteinase ADAM10 seitens der Stromazel-
len, zu einer verstarkten Krebszellmigration bei Brustkrebs fuhrt, indem das fir
die Zelladhasion wichtige Protein E-Cadherin der entarteten Zellen gespalten
wird (Dittmer et al., 2009). Diese Beobachtungen passen zu allgemeineren mo-
lekularbiologischen Studien. In der Studie wurde fur Zellen allgemein gezeigt,
dass ein Protein eines Zelltodsignalwegs, der Nekroptose, Komplexe mit
ADAMs bildet und es dadurch zu Zelltod, Entziindung, Zellmigration und -
invasion kommt (Gong, Guy, Crawford, et al., 2017). Das besagte Protein ist
bekannt als Mixed lineage kinase domain like pseudokinase, kurz MLKL, und
steht am Ende des Nekroptosesignalwegs. Die Komplexbildung zwischen MLKL
und ADAMs fuhrt zur Spaltung einiger Proteine der Zelloberflache wie E-
Cadherin. Experimente zeigten, dass vor allem ADAM9 und ADAM10 relevant
sind (Cai et al., 2016). Dieser molekularbiologische Sachverhalt weist darauf
hin, dass der Vorgang auch in der Nische zwischen MSCs und malignen Zellen
stattfindet. Dies stellt eine mogliche Erklarung fur die Beobachtungen der Brust-

krebsstudie dar.
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In anderen Arbeiten zum Kolonkarzinom und Kaposi-Sarkom war allerdings ei-
ne Inhibition des Tumorwachstums durch Stromazellen zu sehen (Khakoo et al.,
2006; Ohlsson LB, 2009).

Insgesamt beeinflussen MSCs die Onkogenese sowohl positiv als auch negativ.
In welchen Zusammenhangen MSCs exzitatorisch oder inhibitorisch agieren,

muss noch herausgefunden werden.

Wie oben bereits erwéhnt, wird angenommen, dass Nekroptose sowohl in ha-
matopoetischen Zellen als auch in Nischenzellen das Tumorwachstum durch
Zelltod und Inflammation mafgeblich lenkt. Allgemeiner spielt die regulierte
Nekrose bei der Abwehr von Virusinfektionen sowie bei der Pathogenese meh-
rerer Erkrankungen wie der Sepsis eine Rolle (Duprez et al., 2011; Mocarski et
al., 2011). Nekroptose resultiert in einer Zellschwellung, anschlie3ender Memb-
ranruptur und Ausschuttung von DAMPs (Damage Associated Molecular Pat-
tern) und Zytokinen (Pasparakis & Vandenabeele, 2015). Diese Signalaus-
schittung l6st eine Inflammation, Gewebeschadigung und Immunantwort aus
(Hockendorf et al., 2017; Lamkanfi & Dixit, 2012) und kann dadurch zu schwer-
wiegenden hamatologischen Pathologien fuhren (Yabal et al., 2014). Nekropto-
se in MSCs beeinflusst folglich die blutbildenden Zellen in ihrem Differenzie-
rungsverhalten, durch Ausschittung von DAMPs und Interleukin-13 (Gunther et
al., 2011; Kang et al., 2013).

Die regulierte Nekrose wird durch die Freisetzung von TNF ausgelost. TNF
kann durch Rezeptorbindung an Zellen entweder zum Uberleben oder zum Zell-
tod, der Apoptose oder Nekroptose, filhren. Das Uberleben der Zelle wird durch
den NF-kB Signalweg unterstitzt, der die Expression charakteristischer Protei-
ne hochreguliert. Durch Inhibition des NF-kB Signalwegs fihrt TNF zum Zelltod
(Vanden Berghe et al., 2010). Es bindet an seinen Rezeptor TNFR1 (TNF-
Rezeptor 1) und bildet zundchst einen ,Complex I bestehend aus TNFR1,
TNFR1-associated death domain (TRADD), RIPK1, TNFR-associated factor 2
(TRAF2), cellular inhibitor of apoptosis protein 1 (clAP1), clAP2 und dem linear
ubiquitin chain assembly complex (LUBAC). Bei Anwesenheit von Caspase 8
formen sich Complex lla oder llIb, die weitere Proteine beinhalten, und fihren

zur Apoptose (Jost et al., 2009). Complex lic, auch bekannt als Nekrosom, ent-
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steht in Abwesenheit von Caspase 8 und in Anwesenheit von RIPK3 und MLKL
oder Hemmung von FLICE-like inhibitory protein long isoform (FLIP1). Er be-
steht aus RIPK1 und RIPK3 und bildet sich durch Autophosphorylierungen. Ak-
tiviertes RIPK3 phosphoryliert und rekrutiert MLKL, welches sich selbst eben-
falls zum Komplex formt und an der Plasmamembran lokalisiert ist (Cai et al.,
2014; Conrad et al., 2016; Dondelinger et al., 2014; Wang et al., 2014). Hier
interagiert MLKL mit Phosphatidylinositol-Phosphaten (PIPs) und permeabili-
siert PIP-haltige Plasmamembranen durch positiv geladene Aminosauren in der
4-Helix-Bundel-Doméane (4HBD) von MLKL (Dondelinger et al., 2014). Auch
wenn der Signalweg der Nekroptose bis hierher mittlerweile gut erforscht ist,
bleibt unklar welche Vorgdnge downstream von MLKL ablaufen (Conrad et al.,
2016). Mehrere Mechanismen werden mit der Aktivierung von MLKL und der
regulierten Nekrose assoziiert wie beispielsweise Veranderungen der Mito-
chondrien- und Lysosomenintegritat (Vanden Berghe et al., 2014). Aul3erdem
wird vermutet, dass MLKL Poren an der Plasmamembran ausbildet, die die os-
motisch vermittelte Membranruptur der Zelle begunstigen.

Dieser Vorgang wird durch Endosomal Sorting Complexes Required for Trans-
port (ESCRT), genauer ESCRT-III, verlangsamt oder verhindert. Der ESCRT-III
Komplex besteht aus CHMP2aY, CHMP4B, VPS4, IST1 oder TSG101 (Gong,
Guy, Crawford, et al., 2017). Das bedeutet einerseits, dass Zellen Zeit gewin-
nen um die Transkription bestimmter Zytokine und Chemokine wie CXCL1 und
CXCL10 hochzufahren, sodass die Signale an benachbarten Zellen ankommen,
und andererseits, dass eine MLKL Aktivierung nicht als ,point of no return® gilt
(Gong, Guy, Olauson, et al., 2017). Die veranderte Transkription der Zellen wird
darauf zurickgefihrt, dass eine geringe Menge an MLKL in den Nukleus ge-
langt, um die Transkription inflammatorischer Signale hoch zu regulieren (Yoon
et al., 2016). Ein weiterer Mechanismus downstream von MLKL ist die Phos-
phatidylserin Externalisierung. Phosphatidylserine (PS) sind Phospholipide, die
sich regular auf der Plasmamembraninnenseite befinden. Bekannt ist, dass bei
der Apoptose Scramblase aktiviert wird und Flippase gleichzeitig inhibiert wird,
sodass PS an die Zelloberflache gelangt (Martin et al.,, 1995; Segawa et al.,
2014; Suzuki et al.,, 2013). Lange galt dies als typisches Kennzeichen von

apoptotischen Zellen. Nun wurde die PS Externalisierung auch als Folge von
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MLKL Aktivierung erkannt (Gong, Guy, Crawford, et al., 2017; Zargarian et al.,
2017).

Andere Arbeiten zeigen, dass MLKL bei der Regulation des Calciuminfluxes
und Natriuminfluxes mitwirkt, (Cai et al., 2014; Chen et al., 2014). Ferner regu-
liert MLKL Nekroptose-unabhéngig die Expression von endothelialen Adhasi-
onsmolekilen wéahrend vaskularer Entztindungen (Dai et al., 2020).

Dass MLKL einen Komplex mit der Disintegrin und Metalloprotease ADAM10
eingeht, wurde im Kapitel 2 bereits angedeutet. Dieser Komplex fihrt zum Ec-
todomain-Shedding (Edwards et al., 2008). Darunter versteht man die proteoly-
tische Abtrennung von extrazellularen Doménen, den sogenannten Ektodomé-
nen, von der Zellmembran. Betroffen sind Proteine der Zelloberflache, Rezepto-
ren, Wachstumsfaktoren und Zytokine. Beispiele dafir sind Cadherine, Fas-
Liganden, TNF-a, ErbB2, EpCAM und andere Proteine (Reiss K & P., 2009).
Infolgedessen l6sen sich Zelladh&sionen auf und beschleunigen Nekroptose.
Frihere Studien zeigen eine erleichterte Zellmobilitat und somit eine hthere
Wahrscheinlichkeit der Tumormetastasierung (Dittmer et al., 2009). Es konnte
eine erhOhte Proteinkonzentration im Medium nekroptotischer Zellen in vitro
nachgewiesen werden im Vergleich zu Zellen, bei denen die Nekroptose inhi-
biert wurde. Einige dieser Proteine sind EpCAM (epithelial cell adhesion
molecule), BCAM (basal cell adhesion molecule) und TfR (Transferrin-
Rezeptor), die im Medium von HT29 Zellen mittels Massenspektrometrie nach-
gewiesen wurden. Die freigesetzten Proteinfragmente tragen zur Inflammation
bei. Insgesamt fuhrt der Prozess des Ectodomain-Sheddings durch MLKL und
ADAMS zur Lockerung von Zell-Zell-Kontakten sowie Zell-Matrix-Kontakten,
Erleichterung der Zellmigration und Inflammation (Cai et al., 2016). Demnach
sind Dysregulationen von ADAMs mit Autoimmunerkrankungen, Neurodegene-
ration, Infektionen, Entzindung und Malignomen assoziiert (Seals &
Courtneidge, 2003). Die Komplexbildung zwischen ADAMs und MLKL l&asst
schliel3en, dass Nekroptose nicht nur Uber DAMPs und Zytokin-Freisetzung
Inflammation fordert, sondern auch durch die Freisetzung von Proteinfragmen-
ten des Ectodomain-Sheddings. Diese Erkenntnisse tber die regulierte Nekrose
konkretisieren unser aktuelles Verstandnis von Inflammation und Zellmigration

allgemein und im Rahmen von Pathologien wie Krebserkrankungen (Edwards
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et al., 2008). Trotzdem bleiben zahlreiche Fragen offen. Wie beeinflussen die
freigesetzten Proteinfragmente die Transkription benachbarter Zellen? Welche
Rolle spielt Nekroptose bei der Tumormetastasierung? Dieses Verstandnis

konnte die zukinftige Tumortherapie maf3gebend pragend.

Nach dieser Einfihrung in die Hamatologie und Pathogenese der AML, in die
Thematik der Knochenmarksnische und den Signalweg der Nekroptose, werden
die Schnittpunkte deutlich. Neben der Bedeutung der Leukamiezellen auf die
gesunde und maligne Hamatopoese (Carey et al., 2017; Hockendorf et al.,
2016), existiert ein wesentlicher Einfluss der Knochenmarksnische auf entspre-
chende Zellen und vice versa. Eine gesunde Nische fordert demnach die physi-
ologische Blutbildung. Gesunde HSCs und LICs sind kompetitiv und konkurrie-
ren um den Platz in der Nische. Ziel ist es demnach, eine Dysregulation des
Knochenmarks moglichst zu vermeiden, sodass die gesunde Hamatopoese
Uberwiegt und LICs verdrangt werden. Therapeutisch bedeutet dies, dass ein
Homing von gesunden HSCs nach allogener Knochenmarkstransplantation in
einer regelrechten Nische residuelle LICs endgultig verdrangen kann und es
somit seltener zu Rezidiven kommt (Boyd et al., 2014). Multiple Méglichkeiten
ergeben sich, beim Versuch die genannte Dysregulation im Knochenmark zu
erklaren. In dieser Arbeit wird vor allem auf die Nekroptose als Ursache fir In-
flammation und Milieuveranderung in der Nische eingegangen. Hier werfen sich
zahlreiche Fragen auf. Tragen DAMPs und freigesetzte Proteine der Nekropto-
se zur erhohten Entziindungsaktivitat in der Knochenmarksnische bei und be-
gunstigen dadurch die Proliferation von LICs (Carey et al., 2017)? Oder fihrt
Nekroptose nicht nur in LICs selbst sondern auch in der Nische zur Aufhebung

ihres Differenzierungsblocks (Hockendorf et al., 2016)?

Daher wird im Rahmen dieser Arbeit die Relevanz der regulierten Nekrose in
der Knochenmarksnische fur die Pathogenese der akuten myeloischen Leuké&-

mie untersucht.
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3. Material und Methodik

3.1. Material

3.1.1. Eukaryotische Zellen
EL08-1D2 Zellen

Die murine Zelllinie EL08-1D2 (embryonic liver-derived) wurde freundlicher-

weise von Prof. Dr. Robert Oostendorp der Ill. Medizinischen Klinik fir Hamato-
logie und internistische Onkologie, Klinikum rechts der Isar, zur Verfigung ge-
stellt (Oostendorp et al., 2005; Oostendorp et al., 2002).

Primare murine Knochenmark- und mesenchymale Stammzellen

Knochenmarkzellen und mesenchymale Stammzellen wurden aus weiblichen
und mannlichen C57BL/6 Wildtyp oder MIkl - Mausen entnommen. Das Durch-
schnittsalter der Tiere lag bei etwa vier Monaten.

Die Mause wurden unter pathogenfreien Bedingungen gehalten. Sie wurden
nach der Geburt auf der Grundlage ihres Genotyps den Versuchsgruppen zu-
gewiesen. Es gab keine anderen Faktoren, die die Gruppenauswahl beeinfluss-
ten. Alle Versuche wurden gemalRl den Richtlinien der Tierethikkommission
durchgefiihrt, in Ubereinstimmung mit Richtlinien der Bezirksregierung von
Oberbayern (AZ. 55.2-1-54-2532-224-15).

3.1.2. Bakterien, Plasmide und Primer

3.1.2.1. Bakterienstamme
Fur die molekularbiologischen Klonierungsarbeiten und Transformationen wur-
den sowohl der kompetente Escherichia coli (E. coli)-Stamm DH5a als auch der

Stbl3-Stamm verwendet .

3.1.2.2. Plasmide
Fur alle Klonierungsarbeiten wurde ein PX458-Plasmid verwendet (Ran et al.,
2013).

12
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3.1.3. Antikorper
3.1.3.1. Priméare Antikorper

Tabelle 1: Antikérper zur Differenzierung von murinen hamatopoetischen Subpopulatio-
nen

Antikdrper Farbe Klon
Sca-1, Ly-6A/E PE-Cy7 D7
CD48 APC HM48-1
ckit, CD117 PE 2B8
TER-119 Pacific Blue / eFluor 450 TER-119
CD11b Pacific Blue M1/70
CD11c Pacific Blue N418
Gr-1 Pacific Blue RB6-8C5
Ly6c Pacific Blue HK1.4
TCRpB Pacific Blue H57-597
CD3 Pacific Blue 17A2
B220 Pacific Blue RA3_6B2
CD19 Pacific Blue eBiolD3

Oben aufgefiihrte Antikérper wurden von eBioscience erworben.

Tabelle 2: Liste verwendeter Antikorper im Western Blot

Antikorper Spezies Konzentration Hersteller
a-Tubulin Kaninchen 1/1000 Cell Signaling Technology
Lymphotoxin-a Ratte 1/500 R&D MAB749
MLKL Ratte 1/1000 3H1 Millipore
RIPK3 Kaninchen 1/1000 ProSci 2283, ENZO
TNF -a Kaninchen 1/750 ab6671

3.1.3.2. Sekundare Antikorper
Als sekundare Antikorper wurden Ziege-anti-Ratte sowie Ziege-anti-Kaninchen-
Antikdrper in einer Verdinnung von 1:3000 und 1:5000 in Magermilch von

Jackson Immunoresearch verwendet.
3.1.4. Reagenzien

3.1.4.1. Chemikalien

Acrylamid 40% /Bisacylamid Roth, Karlsruhe
Agar-Agar, Kobe | Roth, Karlsruhe
Agarose Biozym, Hess. Oldendorf

13
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Albumin Fraktion V
Ammoniumchlorid

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua
Aqua ad iniectabilia
B-Mercaptoethanol 50mM

B-Mercaptoethanol

Chloroquin

Chlorwasserstoff (HCI)

DNA-Marker Low density DNA (100 B)
DMSO

Ethanol

Fotales Kalberserum

Gelatine Losung 2%, Type B, G1393

Isopropanol

Magermilchpulver
Methanol

Natriumhydroxid (NaOH)

PageRuler Prestained Protein Ladder

PBS

Pferdeserum

Polybrene

14

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

B. Braun, Melsungen
Berlin-Chemie, Berlin
Gibco, Eggenstein
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

NEB, Bad Schwalbach
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

Merck Millipore,
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Ponceau S

Propidium lodid Losung

Rinderalbumin (BSA)

Rotiphorese Gel

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)

Trypsin/EDTA 0,5%, 10x
Tween 20

Wasserbadschutz

3.1.4.2. Zellkulturmedien
ao-MEM + GlutaMAX Medium

RPMI Medium

3.1.4.3. Antibiotika

Penicillin/Streptomycin

Burlington,
Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Pierce, Bonn
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Akadia-Chemie,
Plankstadt

Gibco, Eggenstein

Gibco, Eggenstein

Gibco, Eggenstein

3.1.4.4. Allgemeine Enzyme und Restriktionsenzyme

Bbsl

Buffer G, 10x

Buffer 0, 10x

EcoRlI

T4 Ligation Buffer
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ThermoScientific,
Schwerte
ThermoScientific,
Schwerte
ThermoScientific,

Schwerte

New England Biolabs,

Bad Schwalbach
ThermoScientific,
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T4 PNK

T4 Ligase

3.1.4.5. Reagenzienansatze (Kits)
Maxi und Miniprep
ECL

3.1.5. Geréate und Laborhilfsmittel
Agarose Gelelektrophorese System
Agarose Geldokumentation
Aspirator

Autoklav

Durchflusszytometer Aria Il

Durchflusszytometer Canto Il

Durchflusszytometer Fusion

Elektrophoresekammer PowerPac HC

Feinwaage VWR, Darmstadt
Gefrierbehélter Nalgene

Gefrierschrank -20°C
Heizblock Eppendorf
Inkubator

Kihlschrank +4°C
Lichtmikroskop DMil
Microplate Reader GloMax

Mikrowelle
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Schwerte

New England Biolabs,
Bad Schwalbach

New England Biolabs,
Bad Schwalbach

Macherey-Nagel

Pierce

Biorad, Miunchen
Analytic Jena AG, Jena
Starlab, Hamburg
Systec, Linden

BD, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

BD, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

BD, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Biorad, Miinchen

Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

Liebherr, Kirchdorf
Hamburg

Binder, Tuttlingen
Liebherr, Kirchdorf

Leica, Wetzlar

Promega, Fitchburg,
Wisconsin, USA

A. Hartenstein, Wirzburg
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Mikrozentrifuge

pH-Meter Mettler Toledo
Plattformschuttler

Pipetten 1 ul-1000 pl
Pipettierhelfer ErgoOne Fast
Schuttel-Inkubator 3033
Sterilbank ENVAIReco safe Comfort Plus
gen

Thermocycler MyCycler
Thermoblock Thermomixer
Tube Roller
Ultratiefkiihischrank -80°C

Vortexer Vortex Genie 2

Waage

Wasserbad GFL 1056

Western Blot & Chemi Imaging Chemidoc
Western Blot & Chemi Imaging Fusion FX
Zentrifuge Rotina 420R

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5810 R

3.1.6. Verbrauchsmaterialien
Einweghandschuhe Latex
Einweghandschuhe Nitril

Falcons

Kanulen Sterican®

Kryoroéhrchen

Membranen,

fur 6- und 24-Well-Platten, 0,4 um Porengrol3e,
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Starlab, Hamburg
Giel3en

Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Starlab, Hamburg
GFL, Burgwedel

ENVAIReco, Emmendin-

Biorad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Starlab, Hamburg
Binder, Tuttlingen
Scientific Industries,
New York, USA
Kern, Balingen

GFL, Burgwedel
Biorad, Minchen
Vilber, Eberhardzell
Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe
Abena, Zorbig
Greiner Bio-One,

Kremsmiinster, Osterreich

B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One,

Kremsmiinster, Osterreich

Sigma

Merck, Darmstadt
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kollagenbeschichtetes PTFE

Nitrocellulose-Membran

Parafiim M®
Pipettenspitzen 0,1 pl-1000 pl
Pipettenspitzen 0,1 pl-1000 pl, steril

Plastikpipetten 5ml, 10 ml, 20ml, 50ml, steril

Prazisionstiicher

Probenréhrchen mit Kappe, Simport
ReaktionsgefalRe 1,5 ml, 2 mi
Spritzen

Spritzenfilter

Zellkulturplatten, 6-Well

3.1.7. Puffer und Losungen

Protran Schleicher &
Schuell, Dassel

Bemis, Burnley, UK
Labsolute, Renningen
Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Osterreich
Kimberly-Clark, Irving
Texas, USA

Fisher Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen
Sartorius, Géttingen
Sarstedt, Numbrecht

Alle Bestandteile von Zellkultur- und Bakterien-Medien wurden, sofern nicht

verwendungsfertig erworben, vor der Verwendung durch Filtration oder Auto-

klavieren sterilisiert.

3.1.7.1. Losungen und Medien fur die Zellkultur

a-MEM Komplettmedium (fiir EL08-1D2)
500 ml a-MEM + GlutaMAX Medium

15% fotales Kalberserum

5% Pferdeserum
0,01% B-Mercaptoethanol

1% Penicillin/Streptomycin

FACS Puffer
49 ml PBS
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1-2 ml FBS
Sterile Filtration mit 0,22um Filtern

0,1% Gelatine LAsung

2,5 ml 2% Gelatine Lésung
Mit sterilem H20 auf 50 ml auffillen

RPMI Komplettmedium (fir primare Knochenmarkszellen)

500 ml RPMI Medium
20% fotales Kalberserum
0,05% B-Mercaptoethanol
1% Glutamat

1% Penicillin/ Streptomycin

3.1.7.2. Puffer und L6ésungen fur die Bakterienkultur
Luria-Bertani Broth (LB-Medium; pH 7,5)

1,0% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1,0% (w/v) NaCl

H20dd

LB-AgarAmp

LB-Medium pH 7,5

1,5% Agar

50 pug/ml Ampicillin (Endkonzentration)
H20dd

LB-MediumA™p
LB-Medium pH 7,5
50 pg/ml Ampicillin (Endkonzentration)

3.1.7.3. Puffer und L6ésungen fur die DNA-Gelelektrophorese

TrisAcetat-EDTA (TAE) Puffer 50x
2M TrisAcetat:
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2429 Tris HCI

57,2 ml CHsCOOH

50 mM EDTA:

100ml 0,5M EDTA

pH 8 einstellen und auf 1000ml auffullen

3.1.7.4. Puffer und Lésungen fur den Western Blot
Lysepuffer

1:10 RIPA

20x Roche Proteaseinhibitor

100x Natriumfluorid NaF (Phosphataseinhibitor)

100x Natriumorthovanadat NasVO4 (Phosphataseinhibitor)
Mit H20 auffullen

Es werden 30ul Lysepuffer pro Probe bendtigt

Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCI pH 8,8
0,6% (w/v) SDS

Sammelgelpuffer (4x)
0,5 M Tris/HCI pH 6,8
0,6% (w/v) SDS

TBS 10x

249 Tris pure

80g NaCl

800ml H20

pH 7,4 einstellen mit 37% HCL auf 1L

TBST 10x
249 Tris pure
80g NaCl

2,5ml Tween
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800ml H20
pH 7,4 einstellen mit 37% HCL auf 1L

Transfer Buffer 10x
58,29 Tris

29,49 Glycine

20ml 0,4% SDS-L6sung
Auf 1L mit H20 auffillen

Transfer Buffer 1x

100ml 10x Transfer Buffer
200ml Methanol

Auf 1L mit H20 auffullen

Running Buffer 10x

30,29 Tris pure

144,0g Glycine

50 ml (oder 10g) 20% SDS
Auf 1L mit H20 auffillen

Stripping Buffer

3,89 62,5mM Tris/HCI
50ml (oder 10g) 20% SDS
3,5ml B-Mercaptoethanol

pH=6,8 einstellen
Auf 500mI mit H20 auffillen

TAE 50x

2429 Tris

37,29 EDTA
800ml H20
57,1ml Eisessig

pH=8 einstellen
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Auf 1L mit H20 auffillen

Sammelgel 4%
1,3ml Acrylamid 30%
2,3ml Sammelgelpuffer

6,2ml Wasser
110l APS 10%
53ul Temed

Trenngel 15%
12,3ml Acrylamid 30%
6,2ml Trenngelpuffer

6,2ml Wasser
220ul APS 10%
110pl Temed

3.1.8. Software

Ape — A Plasmid Editor v2.0.46
EndNote X9.3.3

FlowJo 10.6.2

GraphPad Prism 8

Intas Gel Imager

Microsoft Office Paket

3.2. Methodik

3.2.1. Generierung Nekroptose-defizienter Stromazelllinien mithilfe des
CRISPR/ Cas9 Systems

Fur die Generierung Nekroptose-defizienter Zellen wurden vier Proteine der

Nekroptose Signalkaskade ausgewahlt. Tnf, Lymphotoxin-a, Ripk3 und MIKI

wurden in der Stromazelllinie EL08-1D2 mittels CRISPR/Cas9 System deletiert.

Zusatzlich wurden zwei Leervektor Kontrollen und je zwei sgRNAs als non-

targeting Kontrollen (Negativkontrollen) verwendet. Als non-targeting Kontrollen

wurden die Gene Rfp und LacZ ausgewahlt, die in der EL08-1D2 Zelllinie nattir-
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licherweise nicht vorkommen. Die verwendeten Sequenzen sind in Tabelle 1
dargestellt.

Fur die Klonierung der guideRNA in den Vector px458 wurde der Vektor zu-
nachst verdaut (Ran et al., 2013). Daflr wurden 1ug px458 mit 1ul Bbsl und 2pl
10x Buffer G vermengt und auf 20 pl mit Nuklease-freiem Wasser aufgefllt. Die
Inkubation erfolgte bei 65°C fur 20 Minuten. Es folgte die Phosphorylierung und
das Annealing der einzelnen RNA Oligos. 1ul Oligosequenz_vorwarts, 1ul Oli-
gosequenz_umgekehrt, 1ul 10x T4 Ligation Buffer, 6,5ul Nuklease-freies Was-
ser und 0,5ul T4 PNK (T4 Polynucleotide Kinase) wurden im Cycler fur 30 Minu-
ten bei 37°C, anschlie3end fir 5 Minuten bei 95°C inkubiert und letztlich mit
0,1°C pro Sekunde auf 25°C heruntergekihlt. Die so entstandenen doppel-
strangigen Polynukleotide wurden in Nuklease-freiem Wasser auf 1:200 in 2 ml
Eppendorf Mikroreaktionsgefal3en verdunnt.

Fir die Ligation wurden 1pl des aus Schritt 1 verdauten Plasmids (50ng), 1pl
der doppelstréangigen, 1ul der verdinnten Polynukkleotide, 1ul 10x Buffer T4,
7ul Wasser und 1ul Quick Ligase/T4 Ligase vermengt, gevortext, abzentrifugiert
und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Transformation wurde durchgefuhrt, indem 3ul des Ligationsgemisches mit
20ul Eis gekihlten Stbl3 Bakterien fur 10 Minuten auf Eis, 30 Sekunden bei
42°C und wieder fur 2 Minuten auf Eis inkubierten. 100ul des SOC Mediums
wurden hinzu pipettiert und fur 45 Minuten bei 37°C auf dem Thermomix ge-
schuttelt (~500). Das Gemisch wurde auf Platten mit Nahrmedium ausgesét und
uber Nacht im Bakterieninkubator bei 37°C inkubiert.

Nachdem Wachstum einiger Bakterienkolonien wurden vier bis acht einzelne
Bakterienkolonien pro guideRNA gepickt. Bei vier Zielgenen mit je vier guideR-
NAs, also 16 guideRNAs, und vier Kontrollen ergeben sich insgesamt 80 bis
160 gepfliickte Kolonien. Deren Plasmid-DNA wurde mithilfe des Mini Prepara-
tions Kits von Macherey-Nagel separat aufgereinigt.

Abschlielend wurde fir das Screening 1ul Plasmid DNA, 1ul FD Bbsl, 0,5ul
EcoRV/EcoRlI, 2ul Buffer 10x (Buffer 0, Tango oder R) vermengt, mit Wasser
auf 20ul aufgefullt und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Mithilfe von Agarose-
Gelelektropherese konnte Uberprift werden, ob die guideRNA in den Vektor

internalisiert wurde. Die Integration der RNA in das Plasmid px458 zerstort die
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Bindungsstelle des Restriktionsenzyms Bbsl bei circa 267bp. Die beiden Bin-
dungsstellen des Restriktionsenzyms EcoRI bei 6302bp und 5519bp bleiben
auch nach Insertion erhalten. Folglich werden Plasmide mit integrierter gui-

deRNA nur zwei Banden bei 783bp und 8,5kb zeigen. Bei erfolgloser Klonie-

rung zeigen sich demnach drei Banden bei 783bp, 6035bp, 2470bp.

Tabelle 3: Zusammensetzung der guideRNA

Gen Zielsequenz Oligosequenz vorwarts Oligosequenz umgekehrt

Lacz TCGTAGTTATCTACACGACG caccgTCGTAGTTATCTACACGACG aaacCGTCGTGTAGATAACTACGAC
p GGCTCGTTAGTTCAAGTCGG caccgGGCTCGTTAGTTCAAGTCGG aaacCCGACTTGAACTAACGAGCCc
™nf 1 AAGAAATCTTACCTACGACG cacCgAAGAAATCTTACCTACGACG aaacCGTCGTAGGTAAGATTTCTTc
Tnf 2 GTAGACAAGGTACAACCCAT caccgGTAGACAAGGTACAACCCAT aaaCATGGGTTGTACCTTGTCTACc
Tnf 3 TGGGCCATAGAACTGATGAG caccgTGGGCCATAGAACTGATGAG aaacCTCATCAGTTCTATGGCCCACc
n f_ 4 CAGTAGACAGAAGAGCGTGG caccgCAGTAGACAGAAGAGCGTGG aaacCCACGCTCTTCTGTCTACTGc
lta 1 GAGGCAGAAGTTTACCAACA cacCgGAGGCAGAAGTTTACCAACA aaaCcTGTTGGTAAACTTCTGCCTCc
Lta 2 TGTGCCAGGTAGATGGGAGT caccgTGTGCCAGGTAGATGGGAGT aaacACTCCCATCTACCTGGCACAc
Lta 3 GTGCTTCTGAGGGAGTGGAT caccgGTGCTTCTGAGGGAGTGGAT aaaCATCCACTCCCTCAGAAGCACc
Lt a_ 4 GATCGTGCCTTTCTCCGACA caccgGATCGTGCCTTTCTCCGACA aaacCTGTCGGAGAAAGGCACGATCc
Ripk3_1 GAGTTAATGATTCATTGCTG cacCgGAGTTAATGATTCATTGCTG aaacCAGCAATGAATCATTAACTCc
Ripk3_2 GGCCTGTCCACGTTTCAGGG caccgGGCCTGTCCACGTTTCAGGG aaacCCCTGAAACGTGGACAGGCCc
Ripk3_3 GTGTAGGAAGAAGATATCCT caccgGTGTAGGAAGAAGATATCCT aaacAGGATATCTTCTTCCTACACCc
Ripk3_4 CGGACACGAAGTCCCACTGG caccgCGGACACGAAGTCCCACTGG aaacCCAGTGGGACTTCGTGTCCGc
Mkl 1 GCACACGGTTTCCTAGACGC caccgGCACACGGTTTCCTAGACGC aaacGCGTCTAGGAAACCGTGTGCc
MK 2 GATGCAGTTGCAAATTAGCG caccgGATGCAGTTGCAAATTAGCG aaacCGCTAATTTGCAACTGCATCc
MIkI_S AGGAACATCTTGGACCTCCG caccgAGGAACATCTTGGACCTCCG aaacCGGAGGTCCAAGATGTTCCTc
MIkI_ 4 GGCTGCGCACACTCATTGTG caccgGGCTGCGCACACTCATTGTG aaacCACAATGAGTGTGCGCAGCCc

3.2.2. Agarose-Gelelektrophorese und Sanger Sequenzierung als Kontrol-
le der erfolgreichen Insertion der Polynukleotide in den Vektor
Fur die Agarose-Gelelektrophorese wurde 1 %iges Gel angefertigt. Dazu ver-
mengte man 1g Agarose mit 100ml TAE Puffer. Das Gemisch wurde drei Minu-
ten in der Mikrowelle erwérmt bis die Agarose vollstandig im Puffer gelést war.
2,5 ul SYBR Safe wurde hinzu pipettiert und in die Form gegossen. Zu der auf-
gereinigten Plasmid DNA wurden je 5 pl Nachfullpuffer pipettiert. Sobald das
Gel ausgehartet war, wurde es in einer Gelelektrophorese Box mit TAE Puffer

vollstandig bedeckt und die Taschen wurden mit dem Plasmid DNA-
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Nachfullpuffer Gemisch aufgeladen. Die erste Tasche wurde mit 8ul log2 ladder
beladen. Das Gerat lief auf 80 Volt eingestellt, bis die Proben durchgelaufen

waren.

Bei den Ansatzen der aufgereinigten DNA, die nach der Agarose-
Gelelektrophorese, wahrscheinlich die eingesetzten guideRNAs enthielten, wur-
de zur weiteren Kontrolle eine DNA-Sequenzierung nach Sanger vorgenom-
men. Es wurde der GATC Service der Firma eurofins genutzt. Dazu wurden
LIGHTrun tubes verwendet. Von jeder guideRNA wurde jeweils die vielverspre-
chendste Plasmid-DNA einer Bakterienkolonie gewahlt. Insgesamt wurden 16
Plasmide mit guideRNAs fir Tnf, Lymphotoxin-a, Ripk3 und MIkl und vier weite-
re fur die Kontrollen sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mit
ApE analysiert. Von je einem Ansatz pro guideRNA, das heifl3t von insgesamt
20, wurde die DNA durch Bakterienproliferation tber Nacht im Bakterienschuitt-

ler bei 37°C vervielféaltigt und aufgereinigt mittels Maxi Kit von Macherey-Nagel.

3.2.3. Calcium-Phosphat Transfektion zur Einbringung der DNA in ELOS8-
1D2 Stromazellen

Zur Einbringung der modifizierten DNA in die Zielzellen ELO8-1D2 mussten die-
se zunachst in Kultur genommen werden. Dazu wurden 10cm Platten mit 0,1%
Gelatinelosung benetzt. Die 2%ige Gelatine wurde in einer 1:20 Verdinnung
mit sterilem Wasser verwendet. Es wurden 5ml der Losung pro Platte verwen-
det und vor der Kultivierung der Zellen mindestens drei Stunden im Zellkultur-
Inkubator inkubiert.

Generell gibt es unterschiedliche Arten von Transfektionen. Testungen erga-
ben, dass die Calcium-Phosphat-Transfektion fur ELO8 Zellen die effizientere
Losung im Vergleich zur Lipofectamin-Transfektion ist. Daftir wurden Zellen in
Probeldufen nach beiden Arten transfeziert und unter einem GFP-fahigen Mik-
roskop betrachtet. Eine GFP-Positivitat zeigt die erfolgreiche Einbringung der
DNA in die Zellen an. Im Vergleich konnten wesentlich mehr GFP-positive Zel-

len nach der Calcium-Phosphat-Transfektion detektiert werden.
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Am Tag vor der Transfektion wurden die EL08-1D2 Zellen mit einer Dichte von
1x10° pro ml auf 10cm Platten ausgesat.

Am Tag der Transfektion wurde das Medium der Zellen vorsichtig verworfen.
Der Zellrasen sollte moglichst erhalten bleiben. Um das zu gewahrleisten wur-
den 10 ml frisches Medium langsam und am Plattenrand hinzugefligt. An die-
sem Tag sollte die Konfluenz der Zellen bei 70% bis 80% liegen.

20 pl Chloroquin vermengt mit 480ul Medium wurden tropfenweise auf die Zel-
len gegeben und vorsichtig geschwenkt. Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei
37°C inkubiert.

Fur die Kiristallisation und Transfektion wurden 500ul Wasser und 10ug DNA
vermengt und 50ul Calciumchlorid hinzugefigt. Zur besseren Kristallisation
wurde mithilfe einer elektronischen Pipettierhilfe Luft in den Ansatz geblasen.
Dieses Gemisch wurde tropfenweise in 500ul 2xHBS Puffer (pH=7) pipettiert
und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die DNA-haltige Lésung wurde unter Schwenken tropfenweise auf die Zellen
gegeben. Der erste Medium Wechsel musste nach vier bis sechs Stunden er-
folgen. Nach 24 Stunden konnten die ersten GFP-positiven Zellen beobachtet
werden und nach circa 48 Stunden war ein Maximum erreicht, sodass die Zel-

len dann sortiert werden konnten.

3.2.4. Generierung klonaler Zelllinien mit spezifischen Deletionen durch
Single Cell Sort und anschlieRender Expansionsperiode

Nach der Calcium-Phosphat Transfektion wurden EL08-1D2 durch fluoreszenz-

aktivierte Durchflusszytometrie einzeln sortiert (Single Cell Sort) und expandiert.

Somit entstanden Nekroptose defiziente klonale Zelllinien.

48h nach der Calcium-Phosphat Transfektion wurden die Zellen fur die Durch-

flusszytometrie vorbereitet, sofern eine GFP Positivitat mikroskopisch ersichtlich

war.

Dafiir wurden die adharenten Zellen mit Trypsin und Kulturmedium geerntet und

zwei Mal in je 10 ml FACS Puffer gewaschen. Nach dem Abzentrifugieren wur-

den die Zellen in 1 ml FACS Puffer gelost und in ein 15 ml Falcon filtriert, um

Zellklumpen zu vermeiden.

Am Vortag wurden 96-Well Platten mit 0,1% Gelatine inkubiert. Am Versuchs-

tag wurden je 100ul Zellmedium mit 2% Penicillin-Streptomycin je Well vorge-
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legt. Der hohe Antibiotikagehalt sollte Kontaminationen wahrend der Durch-
flusszytometrie vermeiden. Nach dem Sort wurden 50 pl Medium je Well nach-

gelegt.

Die Einstellungen des BD FACSAria Ill waren:

e NozzlegréfRe: 100 um

e Precision: Single Cell

e Fluorochrome: FITC (GFP)
Nach dem Sort wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage, insgesamt 14 Tage
lang, lichtmikroskopisch auf inr Wachstum kontrolliert. Sobald einzelne Kolonien
einen konfluierenden Zellrasen bildeten, wurden sie in 48-Well, 6-Well und
schlie3lich in 10 cm Platten expandiert. Die Expansionsperiode der Klone dau-
erte etwa 30 bis 60 Tage. Das Material wurde bei — 80°C oder in Flussigstick-
stoff kryokonserviert.
Insgesamt wurden zwei Leervektorkontrollen, je eine guideRNA fiir die Non-
Targeting Kontrollen Rfp und LacZ und je vier guideRNAs fir Tnf, Lt-a, Ripk3
und MIkl in EL0O8-1D2 Zellen transfiziert und die GFP positiven Zellen einzeln in
96-Well Platten sortiert. Aus diesen 20 96-Well Platten unterschiedlicher guide
RNAs expandierten etwa je funf bis zehn Kolonien, d.h. etwa 100 bis 200 Klone.
Die Expansionsperiode der Zellen wurde beendet, sobald mindestens finf Klo-
ne vorhanden waren und gentigend Material fur vier bis funf Kryovials, die je
1,25 bis 2,5 x 108 Zellen/ml enthielten. Fur mindestens funf Klone der unter-
schiedlichen guideRNA enthaltenden Stromazellen wurde Material fur die fol-
genden Western Blots gesichert. Gen Ende der Expansion wurden demnach
etwa 100 Pellets asserviert. Zur Detektion der Genknock-outs von Tnf, Lt-q,
Ripk3 und MIkl auf Proteinebene dienten Western Blots und Konfokal-

Mikroskopie.

3.2.5. Sicherung der Deletionen von klonalen Stromazelllinien durch Wes-
tern und Konfokal-Mikroskopie
Abschlie3end sicherte eine Western Blot Analyse die Deletion in der Zelllinie

auf Proteinebene. Die Western Blots fur die Proteine TNF und Lymphotoxin-a
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ergaben eine sehr niedrige Expression in der ELO8-1D2 Zelllinie. Diese Klone

wurden daher fur weitere Experimente ausgeschlossen.

Fur den Western Blot wurden die Zellen eingangs lysiert. Pro Probe wurden
abhangig von der Zellmenge und PelletgrofRe 30ul bis 50 pl verwendet. Diese
wurden gevortext, fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und zehn Minuten auf hochs-
ter Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Eppendorf
Cups abgenommen und das Pellet verworfen.

Ein BCA Protein Assay wurde zur Quantifizierung der Proteinmenge in den
Proben verwendet. Pro Probe wurden 200ul Reagenzien benétigt. Jede Probe
wird doppelt vermessen, um Messungenauigkeiten zu minimieren. Insgesamt
wurden meist also zwei Nullwerte, 24 Standardverdiinnungen und die doppelte
Probenanzahl gemessen. Fur den Standard wurde BSA 1mg/ml in den ge-
winschten Verdiunnungen benutzt. Meist reichte die Skala der Standardver-
dinnungen von 0,2 mg/ml in Schritten von 0,2 mg/ml bis 1 mg/ml und dann in
Schritten von 1mg/ml Schritten bis 14 mg/ml, abhangig von der zu erwarteten-
den Proteinkonzentration der Proben. Als Nullwert wurde der reine Lysepuffer
verwendet. Es wurde 1pl Probe pro Well in Doppelbestimmung verwendet und
mit 200ul des BCA Reagenzes vermengt. Das BCA Reagenz setzte sich zu-
sammen aus Reagenz A und Reagenz B, wobei B in einer 1:50 Verdinnung in
A aufgeldst wurde. Dazu wurde eine 96-Well-Platte mit flachem Boden verwen-
det. Diese wurde nach Vermengung der Reagenzien mit den Proben fur genau
30 Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Messung der Extinktion wurde
bei 570nm vorgenommen.

Die Proteinkonzentration der Proben wurde auf 20ug/ul festgelegt. Um die ge-
winschte Konzentration zu erreichen, wurden die Proben mit einfach und vier-
fach Lammli verdinnt. Das Material wurde 5 Minuten bei 95°C erhitzt und an-
schlielend auf Eis abgekuhlt. Nun wurde entweder unmittelbar danach der
Western Blot gestartet oder die Proben wurden bei -80°C gelagert.

Fur die SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophore-
sis) zur Auftrennung der Proteine wurden Gele in Gelkammern befestigt und mit

1x SDS-Running Puffer aufgeflllt. Fur die erste Geltasche war der pre-stained
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Marker vorgesehen. Die restlichen Geltaschen wurden mit den Proben aufgela-
den. Geltaschen ohne Probe mussten mit 1xLAmmli beftllt werden.
Bei konstanter Spannung lief das Gel die ersten 30 bis 40 Minuten mit 70 Volt
bis die Proteine das Sammelgel vollstandig durchquert haben. Dann wurde die
Spannung bis maximal 130 Volt erhdht. Bis die Proben das Gel ausreichend
durchquert haben, dauerte es circa 60 Minuten.
FUr den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran wurde eine Blot-
ting Kammer mit 1x Transfer Puffer beflllt und in einer Styroporbox mit Eis
ummantelt. Fir den erfolgreichen Transfer ist die richtige Reihenfolge von Ma-
terialien entscheidend. Es wurde sich an folgendes Schema gehalten:

e Klemmkammer (rot oder weil3)

e Schwamm

e Whatman-Paper

e Membran

o Gel

e Whatman-Paper

e Schwamm

e Klemmkammer (schwarz)

Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstarke. Pro Gel wurden 0,2 Amper fur
1,5h eingestellt. Zur Erfolgskontrolle wurde die Membran 5 Minuten in 1x TBST
gewaschen und mit Ponceau angefarbt. Bei korrekter Ausfiihrung wurden hier-
bei Proteinbanden auf der Membran sichtbar. Die Membranen wurden abermals
in 1x TBST gewaschen.

Sie wurden, abhéngig von der Losung in der der Primarantikorper geldst ist, in
5% Magermilch bzw. 5% BSA in 1XTBST auf einem Schwenker blockiert.

Der Primarantikdrper mussten nach Anleitung in Magermilch bzw. BSA in TBST
verdinnt werden (z.B. 1:1000). Fur eine langere Haltbarkeit der gelosten Pri-
marantikérper wurden 10ul Natriumazid verwendet. Die Inkubation erfolgte in
einem 50ml Falcon auf einem Tuberoller Giber Nacht im Kuhlraum bei etwa 8°C.
Am darauffolgenden Tag war mehrmaliges Waschen in 1XTBST notwendig, das

etwa 60 Minuten in Anspruch nahm.
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Der Sekundarantikbrper wurde nach Anleitung in Magermilch bzw. BSA ver-
dinnt. Die Membranen wurden darin auf einem Tuberoller fir etwa 1,5h bei
Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend flr mindestens 30 Minuten in
1XTBST unter mehrmaligem Wechsel bei Raumtemperatur gewaschen.

Zum Entwickeln der Western-Blot Membran Aufnahmen wurden ECL, ECL
PLUS bzw. ECL FEMPTO, abhangig von der Proteinexpression, verwendet. Fur
die Bildgebung wurde ein Fusion FX Gerat der Firma Vilber nach Anleitung be-
nutzt.

Um die Detektion der Ladekontrolle durchzufihren wurde die ausgewertete
Membran gestrippt. Hierfir wurden 150ul Natriumazid in 15ml 1XTBST ver-
mengt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Die
Membranen mussten nachfolgend mehrmals mit Wasser gewaschen werden,
um sie anschlieBend fur 20 Minuten in 1XTBST unter h&ufigem Wechsel zu
saubern. Als Ladekontrolle wurde a-Tubulin verwendet und nach Anleitung des
Sekundarantikdrpers angewendet. Alle Membranen wurden trocken auf What-

man-Paper gelagert.

3.2.6. Synthese von hé&matopoetischen Stammzellen mit AML typischen
genetischen Aberrationen mittels retroviraler Infektion

(Glaser et al., 2012; Grundler et al., 2005) beschreiben die verwendeten retrovi-

ralen Konstrukte fir AML-ETO, FLT3-ITD und MLL-ENL (Addgene plasmid

12433). Der Uberstand des Retroviruses wurde in der ecotropen Phoenix-E (G.

Nolan, Stanford, CA) Zelllinie durch Calcium-Phosphat-Transfektion hergestellt,

wobei pMIG als Kontrolle diente.

Vier Tage vor Isolierung der hamatopoetischen Stammzellen wurde den Mau-
sen 5-Fluoruracil in einer Dosis von 150 mg/kg intraperitoneal injiziert. Fur die
retrovirale Infektion der Zellen wurde das Knochenmark von C57BL/6 M&usen
isoliert und tUber Nacht in RPMI/20% FCS und den Wachstumsfaktoren IL-3 (10
ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), SCF (100 ng/ml) stimuliert. Durch zweimalige Spin-
Infektion in 1200g, bei 32°C fir 90 Minuten alle 24 Stunden in retroviralem
Uberstand, versetzt mit den oben genannten Wachstumsfaktoren und 4 pg/ml

Polybrenen, wurden die Zellen mit den genetischen Aberrationen transduziert.
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Die infizierten Zellen prasentieren sich als GFP positiv. Zur Erfolgskontrolle und
Aufreinigung der infizierten von den noch gesunden Stammzellen wurden sie
durchflusszytometrisch auf GFP-Positivitat und Viabilitat sortiert. Schlief3lich
wurden die hadmatopoetischen Zellen mit der Stromazelllinie EL08-1D2 oder

priméaren murinen mesenchymalen Stammzellen fur 7 Tage ko-kultiviert.

3.2.7. Ko-Kulturen zur Detektion des Einflusses von Nekroptose in der
Tumormikroumgebung auf die gesunde und leukdmische Hamato-
poese

Es wurden Zellen der Stromazelllinie EL08-1D2 oder primare mesenchymale

Stammzellen mit hamatopoetischen Knochenmarkszellen fiir sieben Tage ko-

kultiviert. Die Experimente bestanden aus murinem Material. Bei Verwendung

von humanem Material wird dies explizit erwéhnt. Um eine Nekroptosedefizienz
sicher zu stellen, wurden fir einige Anséatze Zelltodinhibitoren verwendet. Fur
die Einschatzung der Zellkontaktabhangigkeit zwischen Stroma und hamatopo-
etischen Zellen dienten Membranen zur raumlichen Trennung der beiden Zell-
typen. AnschlieBend wurden Zelltod und —differenzierung der KM-Zellen mittels
FACS ausgewertet. Aul3erdem wurde ein CFC-Assay der Ko-Kultur Nummer 10

angefertigt.

Die EL08-1D2 Zellen wurden am Vortag in 6-Well-, 24-Well- oder 96-Well-
Platten ausgelegt. Die primaren MSCs wurden im Rahmen der Kollaboration mit
AG Oostendorp 14 Tage vorher ausgelegt, sodass ein konfluierender Zellrasen

entstand.

Die KM-Zellen stammen aus Wildtyp-Mausen (C57/BL6), denen vier Tage vor
Zellisolierung 150 mg/kg 5-Fluoruracil intraperitoneal verabreicht wurde. Aul3er-
dem wurden die Zellen Gber Nacht in RPMI1/20% mit Wachstumsfaktoren stimu-
liert (10 ng/ml IL-3, 10 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml SCF). Die FLT3-ITD infizierten

Zellen bendtigten dabei keine Stimulation.

Am Tag der Ko-Kultivierung wurden gesunde oder leukamische KM-Zellen auf
mit Stromazellen ausgelegte Platten pipettiert. Fur alle Ansatze bis auf Ko-
Kulturen acht und neun wurde ausschlie3lich die Zellzahl der KM-Masse be-
ricksichtigt. Fur die Ko-Kulturen acht und neun wurden vor Beginn am Tag 0
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der HSC-Anteil, d.h. Lineage negative, Sca-1 positive, c-Kit positive, CD48 ne-
gative und positive Zellen der KM-Masse durchflusszytometrisch bestimmt. Fur

genaue Informationen zu Versuchskonstellationen, Zellzahl und Dauer siehe

Tabelle 4.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Ko-Kulturen

Ko-Kultur Nummer 2 ‘ 3 4 5
Stromazelltyp EL08-1D2
Genotyp - ‘ 2X NT
2x EV
4x Ripk3™"
4x MIKI-
Zellmenge/cm? 5200 ‘ 31250 5200
KM-Zelltyp KM-Masse
Genotyp Gesund ‘ Gesund (pMIG)
AML-ETO
FLT3-ITD
MLL-ENL
KM-Zellmenge/cm? 3125 2000 3125
KM Vorbehandlung Retrovirale KM-Infektion
Dauer 7 Tage 7 und 14 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
Mischung gesun- Mischung gesun-
* UV-bestrahlte des und inifziertes | des und infiziertes
Kommentar Zellen KM im 1:1 Verhalt- | KM im 3:1 Verhalt-
nis nis
Ko-Kultur Nummer 7 I 8 9 10
EL08-1D2 primare MSCs
Stromazelltyp
2x NT
Genotyp wT
/-
2% EV MIkI
4x MIKI-
4x Ripk3™"
Zellmenge/cm? 5200 50000 5200 8200 konfluent
KM-Zelltyp KM-Masse HSCs KM-Masse
Genotyp Gesund (pMIG) Gesund (human) Gesund Gesund
AML-ETO
KM-Zellmenge/cm? 3125 87000 90 50 3420
KM Vorbehandlung .
Retrovirale KM-
Infektion
Dauer 7 Tage
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Kommentar

Mischung gesun-

des und inifziertes

KM im 1:3 Verhélt-
nis

HSC Gehalt Detek-

tion mittels FACS,

Zelltodinhibition in
Stromazellen

HSC Gehalt Detek-
tion mittels FACS,
Membranen zur
Trennung der
Zelltypen

Membranen zur
Trennung der
Zelltypen

EV=Empty Vector Kontrolle
NT=Non-targeting Kontrolle

3.2.7.1. FACS Analyse der gesunden und leukamischen hamatopoetischen
Zellen nach Ko-Kultivierung mit Stromazellen

Am Tag der Auswertung wurden die Zellen geerntet und in FACS Puffer gewa-

schen. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) und das Seitwartsstreu-

licht (SSC = Side Scatter) ermdglichten die Differenzierung zwischen HSCs und

Stromazellen. Stromazellen prasentieren sich gréf3er und weisen eine héhere

Granularitat als HSCs auf (Abb. 1).
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B
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Abbildung 1: Unterscheidung zwischen hdmatopoetischen Zellen und Stromazellen in
der FACS Analyse.

FACS Analyse von murinen mesenchymalen Stammzellen (A) und hamatopoetischen Zellen
nach 7 Tagen Ko-Kultur (B). Représentative FACS Blots. Durch unterschiedliche Eigenschaften
der beiden Zellpopulationen im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht kdnnen sie differenziert wer-
den.

Fir die Analyse der hAmatopoetischen Zellen wurden die Lineage-Marker (Lin)
Terrl19, CD11b, CD11c, Gr-1, Ly6C, TCR-B, CD3, B220, CD19 in APC-7 verwen-
det. Sobald einer dieser neun Marker positiv wurde, zahlten die Zellen zur Lineage
positiven und damit ausgereifteren Population. Weitere Oberflachenmarker wie c-
kit in PE, Sca-1 in PE-7 und CD48 in APC wurden detektiert (Abb. 2). Als Progeni-
torzellen zahlen Lin negative, c-Kit positive und Sca-1 negative Zellen. Zu den so-
genannten Short-Term HSCs (ST-HSC) und multipotenten Vorlauferzellen (MPPS)
zahlten Lin negative, c-Kit positive, Sca-1 positive und CD48 positive Zellen. Long-
Term HSCs (LT-HSCs) waren Lin negativ, c-Kit positiv, Sca-1 positiv und CD48
negativ (Héckendorf et al., 2016; Jost & Hockendorf, 2019). Als Viabilitdtsnachweis
diente Propidium-lodid-L6ésung. Quantitativ wurden sowohl die relativen als auch

die absoluten Zellzahlen erfasst.
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Abbildung 2: Gating Strategie fir HSCs und myeloide Progenitorzellen.

3.2.7.2. Ko-Kulturen mit direktem und fehlendem Zell-Zell-Kontakt

Um herauszufinden ob der Einfluss der Stromazellen auf KM-Zellen Zellkontakt
abhangig ist, wurden die beiden Zellarten in der Halfte der Anséatze von Ko-
Kultur 10 (siehe Kapitel 3.2.7.) raumlich voneinander getrennt. Hierfur wurden
Membranen mit einer Porengrof3e von 0,4 pm Durchmesser verwendet.
Dadurch bleibt die Interaktion zwischen KM- und Stromazellen tUber sezernierte
Substanzen gewahrleistet. Fur die andere Halfte der Ansatze in Ko-Kultur 10

wurden keine Membranen verwendet. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 3 darge-

stellt.
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Abbildung 3: Versuchsaufbau Ko-Kultur 10.

Die Auswertung erfolgte nach sieben Tagen wie in Kapitel 3.2.7.1. beschrieben
mittels FACS und wie in Kapitel 3.2.7.4. beschrieben mittels CFC-Assay.

3.2.7.3. Auswertung der HSC Koloniebildungsfahigkeit durch
CFC-Assays
Zur Vorbereitung der CFC-Assays wurden drei 3 cm Platten, davon eine deckel-
los und mit Wasser beflllt, in eine 10 cm Platte gestellt. Das Wasser schitzt die
Versuchsansétze vor Austrocknung. Die Zellen mussten vor Beginn des Assays
mindestens dreimal mit PBS gewaschen werden. Zellen fir zwei Ansétze wur-
den dann in ein Falcon, das 2 ml Methylcellulose enthielt, pipettiert. Die Zellzahl
ist abhangig davon, ob Wachstumsfaktoren in den Kulturen enthalten sind. Fur
Versuche ohne Wachstumsfaktoren wurden 16.000 bis 20.000 Zellen pro ml
verwendet. Fir zytokinhaltige Ansdtze waren maximal 10.000 Zellen notig.
250ul Medium (Stromamedium oder a-MEM) wurden neben 25 pl Penicillin-
Streptomycin (1%) zugesetzt und gevortext. Nun mussten die Ansatze solange
in Ruhe stehen bis alle Blasen verschwanden. Sie wurden gleichmalig (etwa
1,1ml) auf zwei 3 cm Platten unter Vermeidung von Blasen, verteilt. Die Methyl-
cellulose sollte homogen in den Platten verteilt sein. Nach zehn bis 14 Tagen im
Inkubator bei 37°C und 5% CO2 wurden Anzahl und Kolonieart unter dem Mik-

roskop bestimmit.
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3.2.7.4. Ko-Kulturen mit diversen Zelltodinhibitoren

HSCs wurden mit ELO8-1D2 Zellen, wie in Kapitel 3.2.7. beschrieben, ko-
kultiviert und, wie in Kapitel 3.2.7.1. beschrieben, ausgewertet. Fir Ko-Kultur
Nummer 8 wurden verschiedene Zelltodinhibitoren verwendet, um den Einfluss
von Apoptose- und/oder Nekroptose-defizienter Stromazellen auf die gesunde
Hamatopoese zu eruieren. Eine Ubersicht tiber die Inhibitoren ist in Tabelle 5
dargestellt. Als Kontrolle diente DMSO.

Tabelle 5: Ubersicht Giber Zelltodinhibitoren

Bezeichnung Zielstruktur Konzentration

Necrostatin-1s (Necls) 1:1000
RIPK1

GSK 1:10.000

Emricasan Caspasen 1:2000

AulRerdem wurde Ko-Kultur 8 in folgende drei Gruppen unterteilt:

1. ,+ Waschen®: In diesen Ansatzen, wurden EL08-1D2 Zellen 48h mit den
genannten Inhibitoren vorbehandelt. Am Tag 0 wurden die Zellen mit
PBS gewaschen, mit HSCs ko-kultiviert und nach sieben Tagen ausge-

wertet.

2. ,- Waschen®: In diesen Ansatzen, wurden EL08-1D2 Zellen 24h mit den
genannten Inhibitoren vorbehandelt. Am Tag 0 wurden die Zellen nicht
gewaschen, d.h. die Inhibitoren verblieben im Medium. Sie wurden mit
HSCs ko-kultiviert und nach sieben Tagen ausgewertet.

3. ,KM-Zellen®: In diesen Ansatzen, wurden keine EL08-1D2 Zellen ver-
wendet (siehe Tabelle 3). Am Tag 0 wurden KM-Zellen mit genannten

Inhibitoren versetzt und nach sieben Tagen ausgewertet.

Als Stromazellen dienten Rfp und LacZ Non-Targeting Kontrollen, sowie je zwei
Zellklone fur Ripk3 und Mlkl, die das jeweilige Zielgen ausschalten. Um statis-
tisch relevante Aussagen treffen zu kdbnnen, wurden alle Ansétze als technische
Triplikate angefertigt. Das Pipettierschema der beiden 96-Well Platten ist in Ta-
belle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Pipettierschema Ko-Kultur 8

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
! ! ! !
Stroma: sg LaczZ sg Rfp sg Ripk3_1 sg Ripk3_2
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
! I l
Stroma: sg Mkl _1 sg MIkI_2 kein Stroma

— Kontrolle

— Nec1s

— GSK

— Emricasan

— GSK+Emricasan

— Nec1s+Emricasan

— Nec1s+GSK+Emricasan

— Kontrolle

— Nec1s

— GSK

— Emricasan

— GSK+Emricasan

— Nec1s+Emricasan

— Nec1s+GSK+Emricasan

Die gesunden KM-Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.7. vorbehandelt. Zur besse-

ren Vergleichbarkeit wurden sie auch ohne Stromazellen mit Inhibitoren im An-

satz ,KM-Zellen* kultiviert.
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4. Ergebnisse

4.1. Transfektion des Vektors px458 in EL0O8-1D2 Zellen

4.2. Nachweis der Nekroptose defizienten EL08-1D2 Zellklone

Eine Western Blot Analyse sicherte die Deletion in der Zelllinie EL08-1D2 auf
Proteinebene. Die Western Blots fir die Proteine TNF und Lymphotoxin-a erga-
ben eine sehr niedrige Expression (Abb. 4 A). Diese Klone wurden fur weitere
Experimente ausgeschlossen. Der Nachweis der Deletion von RIPK3 und MLKL
auf Proteinebene ist in Abb. 4 A-C dargestellt. Zellen, die nachweisbar entwe-
der kein RIPK3 oder kein MLKL mehr synthetisierten, dienten als Stromazellen
der Ko-Kulturen. Sobald mehr als ein Protein, z.B. durch Off-Target-Effekte der
CRISPR/Cas9-Guides, nicht mehr nachweisbar war, wurde der Klon fur weiter-
fuhrende Versuche ausgeschlossen (Abb. 4 C, Pfeil). In den Non-Targeting
Kontrollen sg Rfp und sg LacZ konnten noch alle relevanten Proteine nachge-
wiesen werden. Als Kontrolle dienten unbehandelte EL08-1D2 Zellen. Um ein
anderes Imaging Verfahren anzuwenden, wurde MLKL in verschiedenen Zell-

klonen mittels Konfokal-Mikroskopie dargestellt (Abb. 6).

A
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55| wamamme ssammmam—"] MLKL
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Abbildung 4: Synthese der Nekroptose-defizienten EL08-1D2 Zellklone (A-C).

Western Blot Analyse der EL08-1D2 abgeleiteten Zelllinien, die mit CRISPR/Cas9 Expressions-
vektoren gegen (A) sg Tnf (5 unabhangige Klone) und Empty Vector Kontrollen (4 unabhangige
Klone) sowie (B) den Non-Targeting Kontrollen sg rfp (4 unabhangige Klone) oder sg LacZ (4
unabhéngige Klone) und (C) sg Ripk3 (4 unabhangige Klone) oder sg MIkl (4 unabhangige Klo-
ne) transduziert worden waren.

Wegen der niedrigen bzw. nicht nachweisbaren Expression von TNF und LTa wurden sg Tnf-
Klone fir weitere Experimente ausgeschlossen. 2 und 4 der Empty Vector Kontrolle wurden zur
Ko-Kultivierung verwendet (A). Die mit * markierten Klone der Non-Targeting Kontrollen wurden
fur weitere Co-Kultur Experimente verwendet, da sie die relevanten Proteine MLKL und RIPK3
exprimieren (B). Die Zellklone mit einer Deletion von RIPK3 oder MLKL wurden fir weitere Ver-
suche verwendet. Der mit Pfeil markierte Klon wurde verworfen, da er eine Co-Deletion von
RIPK3 aufweist (C).

EV: Empty Vector Kontrolle, Ctr: Kontrolle, Sg: single guide
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Abbildung 5: Ubersicht der Proteinsynthese von in Ko-Kulturen verwendeten EL08-1D2
Zellkonen.

Western Blot Analyse der EL08-1D2 abgeleiteten Zelllinien, die mit CRISPR/Cas9 Expressions-
vektoren gegen LacZ (L), rfp (R) sowie Ripk3 (4 unabhangige Klone) oder MIkl (4 unabhangige
Klone) transduziert worden waren. E1 und E2 stellen zwei unabhéangige Klone der Leervektor-
kontrollen dar. Als zusatzliche Kontrolle C dienten unbehandelte EL08-1D2 Zellen. Die hier
aufgefiihrten Zellklone wurden fir Ko-Kulturen verwendet.

A. B.
C. D.

Abbildung 6: MLKL Proteinsynthese in EL08-1D2 Zellkonen (A-D).

Konfokal-Mikroskopie der EL08-1D2 abgeleiteten Zelllinien, die mit CRISPR/Cas9 Expressions-
vektoren gegen LacZ (A), rfp (B), Ripk3 (C) sowie MIkl (D) transduziert worden waren. Es wurde
je ein reprasentativer Zellklon pro Gen ausgewahlt. Blau dargestellt sind die Zellkerne. Rot mar-
kiert MLKL.
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4.3. MIkI"

Stromazellen

unterstutzen

transduziertes Knochenmark nicht

AML-ETO

Mittels FACS-Analyse wurde das Differenzierungsverhalten von gesunden und

mit AML-ETO infizierten KM-Zellen nach siebentagiger Ko-Kultur mit Nekropto-
se-defizienten EL08-1D2 Zellen ausgewertet (Abb. 7).
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Abbildung 7: Differenzierung hamatopoetischer Zellen in Abhéangigkeit von RIPK3 bzw.
MLKL in EL08-1D2 Stromazellen in Ko-Kultur 1.

Repréasentative FACS Blots (oben) und Quantifizierung (unten) der Differenzierung gesunder
und leukdmischer (GFP+) hdmatopoetischen Zellen nach 7-tagiger Ko-Kultur mit Leervektor-
kontrollen (2 unabhangige Klone) oder RIPK3- bzw. MLKL-defizienten EL08-1D2 Zellen (je 4
unabhangige Klone). Alle Werte zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung des Mittelwerts
(SEM).

Es kam zu einer starken Reduktion der Zelldifferenzierung unter Ko-Kultivierung
mit Mlkl-defizientem Stroma. Dieser Effekt war unabhangig von gesunder oder
leuk&mischer Hamatopoese. Er konnte in beiden Ansatzen beobachtet werden

und war reproduzierbar (Abb. 7 und 8).

Bei der Betrachtung der mit AML-ETO infizierten KM-Zellen fiel auf, dass sie
von MLKL-defizienten Stromazellen nicht unterstiitzt wurden. In diesem Ansatz
wurden leukamische Zellen mithilfe von GFP markiert. Dieser Effekt war in wei-

teren Versuchsansatzen (Abb. 8) nicht reproduzierbar.
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Abbildung 8: Differenzierung hamatopoetischer Zellen in Abhéngigkeit von RIPK3 bzw.
MLKL in EL08-1D2 Stromazellen in Ko-Kultur 2.

Repréasentative FACS Blots (oben) und Quantifizierung (unten) der Differenzierung gesunder
und leukdmischer (GFP+) hdmatopoetischen Zellen nach 7-tagiger Ko-Kultur mit Leervektor-
kontrollen (2 unabhangige Klone) oder RIPK3- bzw. MLKL-defizienten EL08-1D2 Zellen (je 4
unabhéangige Klone). Alle Werte zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung des Mittelwerts
(SEM).

4.4. Hamatopoetische Stammzellen werden vor allem durch direk-
ten Zellkontakt zu EL08-1D2 Stromazellen erhalten

Fir Ko-Kultur 9 wurden vier verschiedene MIkl-defiziente ELO8-1D2 Zellklone
mit gesunden hamatopoetischen Knochenmarkszellen aus WT Mausen 7 Tage,
sowohl mit als auch ohne Membran zwischen den Zellarten, kultiviert (Tabelle
4). Als Kontrolle dienten je zwei Leervektor und Non-Targeting (sg rfp, sg LacZ)
EL08-1D2 Zellkone. Fur die Auswertung der KM-Zellen durch FACS wurde zu-
nachst die Population der hamatopoetischen Zellen durch den Forward und Si-
de Scatter von anderen Zellen separiert (Abb.1). Anschlieend wurden die Zel-
len auf ihren Grad der Differenzierung wie in Kapitel 3.2.7.1. untersucht (Abb.
2).

Hamatopoetische KM-Zellen wurden durch direkten Zell-Zell-Kontakt zu den
ELO08-1D2 Zellklonen besser erhalten als ohne Kontakt (Abb. 9 G-L).
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Die Betrachtung der relativen Anteile der Zellpopulationen zeigte vergleichswei-
se ahnliche Zahlen zwischen Zellen nach Ko-Kultur mit MIkl-defizienten ELO8-
1D2 Zellklonen und ihren Kontrollen. Auch im Vergleich zwischen Ko-Kulturen
mit und ohne Membran divergieren die Werte nicht (Abb. 9 A-F).

Die absolute Zellzahl der reiferen Lineage positiven KM-Zellen mit direktem
Kontakt zu Mlkl-defizienten sowie zu den Kontroll-Klonen liegt bei durchschnitt-
lich etwa 41.300 und 54.900 Zellen (Abb. 9 G). Wohingegen die absolute Zell-
zahl der gleichen Population bei den Ansatzen mit Membran bei etwa 17.000
Zellen lag (Abb. 9 G). Diese Beobachtung zieht sich durch alle Zellpopulationen
unter Beriicksichtigung der absoluten Zellzahlen:

Die absolute Zellzahl der unreifen Lineage negativen KM-Zellen mit direktem
Kontakt zu MIkl-defizienten sowie zu den Kontroll-Klonen liegt durchschnittlich
zwischen 20.000 und 30.000 Zellen (Abb. 9 H). Wohingegen die absolute Zell-
zahl bei Ansatzen mit Membran bei etwa 10.000 Zellen lag (Abb. 9 H).

Die Anzahl der Progenitorzellen nach direktem Stroma-Zell-Kontakt lag bei
1100, verglichen mit der gleichen Population ohne Kontakt zu Stromazellen, bei
der die Zellzahl etwa 250 betrug (Abb. 9 1).

Die absoluten und relativen Zellzahlen der Short-Term HSCs, multipotenten
Vorlauferzellen (MPPs) und Long-Term-HSCs waren in der Gesamtpopulation
zu niedrig, um aussagekraftige Deutungen formulieren zu kénnen (Abb. 9 E-F,
K-L).

In Ko-Kultur 9 konnte kein verandertes Differenzierungsverhalten zwischen KM-
Zellen kultiviert mit Mlkl-defizientem Stroma im Vergleich zur Kultivierung mit
Kontroll-Stroma-Zellen festgestellt werden (Abb. 9). Der Effekt der Erhaltung
unreifer Lineage negativer Zellen bei Abwesenheit von MLKL in EL08-1D2 Zel-
len und MSCs konnte in drei Ansatzen reproduziert werden (Abb. 7, 8, 10).
Der genaue Grund fur die abweichenden Beobachtungen in Ko-Kultur 9 konn-
ten nicht eruiert werden. Womoglich lag es an der abweichenden Zellzahl zu
Beginn von Ko-Kultur 9. Vor Kultivierung der KM-Zellen, wurde der Anteil der

HSCs mittels FACS ermittelt, um einen Ausgangswert festhalten zu konnen.
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Dabei wurden ca. 50 HSCs/cm? ausgelegt (Tabelle 4). Fur Ko-Kulturen 1, 2 und
10 wurde die Zahl der KM-Zellen beachtet und es wurden ca. 3000/cm? Zellen
gesat. Es besteht die Moglichkeit, dass die Zelldichte der hdmatopoetischen
Zellen eine ausschlaggebende Rolle spielt. Durch regulative Mechanismen
konnen sich KM-Zellen autoregulieren (Mendelson & Frenette, 2014). Somit
wirde diese Art der Regulation mit der Interaktion zwischen KM-Zellen und

Stroma interferieren und vorherige Beobachtungen Uberschatten.
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Abbildung 9 Differenzierung hdmatopoetischer Zellen in Abhéangigkeit von MLKL sowie
von Zellkontakt zu EL08-1D2 Stromazellen in Ko-Kultur (A-L).
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FACS Analyse von ha&matopoetischen Zellen nach 7-tdgiger Ko-Kultur mit MLKL-defizienten
EL08-1D2 Zellen (4 unabhangige Klone), Leervektorkontrollen (2 unabhéngige Klone) oder
Non-Targeting Kontrollen (rfp und LacZ, 2 unabhangige Klone. Die Ko-Kulturen wurden mit und
ohne Membran (0,4 um PorengréiRe) zwischen KM- und Stromazellen durchgefihrt. Es werden
relative (A-F) und absolute Haufigkeiten (G-L) gezeigt. Es wurden 3 technische Replikate pro
Klon vorgenommen. Alle Werte zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung des Mittelwerts
(SEM).

45. MLKL in Stromazellen fuhrt durch direkten Kontakt zu hama-
topoetischen Stammzellen zu deren Differenzierung - Ein Zell-

todunabhangiger Mechanismus von MLKL

Fur Ko-Kultur Nummer 10 wurden MSCs aus WT oder MIkl -/- Mausen mit ge-
sunden hdmatopoetischen Knochenmarkszellen aus WT M&usen 7 Tage in Kul-
tur genommen. Bei diesem Experiment kam ausschlie3lich primares Material
zum Einsatz. Die Méause fir diesen Versuchsansatz waren im Geschlecht und
im Alter angepasst. Freundlicherweise wurde die Isolation und Kultivierung der
MSCs durch Dr. Rouzanna Istvanffy und Franziska Hettler ibernommen. Au-
Rerdem wurden fir die Halfte der Versuchsansétze Membranen zur rdumlichen
Trennung von KM- und mesenchymalen Stammzellen verwendet (siehe auch
Tabelle 4).

Fir die Auswertung der KM-Zellen durch FACS wurde zunéchst die Population
der hamatopoetischen Zellen durch den Forward und Side Scatter von anderen
Zellen separiert (Abb. 1). AnschlieBend wurden die Zellen auf ihren Grad der

Differenzierung wie in Kapitel 3.2.7.1. untersucht (Abb. 2).

Eine reduzierte KM-Zelldifferenzierung unter Ko-Kultivierung mit MIkl - MSCs
konnte, wie schon in vorherigen Versuchen (Abb. 7 und 8) gesehen, auch in
diesem Ansatz beobachtet werden. Alle im Folgenden genannten Zahlenwerte
beziehen sich auf Durchschnittswerte. Der Anteil an Lineage positiven Zellen in
der Kontrollkultur war signifikant hoher als in der Ko-Kultur mit MIkl /- MSCs
(Abbildung 10 A). Damit war der Anteil an unreifen Lin negativen Zellen in den
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Ko-Kulturen mit MIkl - MSCs mit etwa 3,6% signifikant héher als in der Kontrolle
mit 1,9% (Abb.10 B). In absoluten Zahlen waren es 3544 Lin negative Zellen
nach Ko-Kultivierung mit MIkl - MSCs. Signifikant niedriger mit 2033 Zellen pra-
sentierte sich die Kontrolle (Abb. 10 H). Dieser Effekt verschwand, sobald KM-
und Stromazellen ihren direkten Zell-Zell-Kontakt verloren, indem sie durch eine
Membran getrennt worden sind (Abb.10 A-B, G-H). Hier lag der Anteil an Lin
positiven Zellen in beiden Ko-Kulturen bei etwa 92% und der Anteil Lin negati-

ver Zellen bei etwa 8%.

Der relative Anteil der Progenitorzellen unterschied sich zwischen den Ko-
Kulturen nicht wesentlich mit etwa 48% nach Kultivierung mit Mikl *- MSCs und
mit 50% in der Vergleichskultur (Abb. 10 C). Die absolute Anzahl an Progenitor-
zellen mit durchschnittlich 1686 Zellen im MIkl - MSCs Ansatz war allerdings
signifikant héher im Vergleich zur Kultur mit WT MSCs mit 892 Zellen (Abb. 10
). Die Signifikanz verschwand bei Auflosung des Zellkontaktes der beiden Zell-
arten. Die Anzahl an Progenitorzellen naherten sich in MIkl - MSCs mit 2292
Zellen an die Kontrollgruppe mit 2236 an, sobald der ZellKontakt durch eine
Membran getrennt wurde (Abb. 10 I). Durch den niedrigen Anteil an Short
Term-HSCs, multipotenten Vorlauferzellen und Long Term HSCs (Abb. 10 K-L),

lassen sich keine richtungsweisenden Aussagen treffen.

Das zweite Read-out Verfahren von Ko-Kultur 10, ein CFC-Assay, bestatigte
die Beobachtungen der FACS Analysen. Die Zahl der Colony-Forming-Units der
Granulozyten und Monozyten (CFU-GMs), die der zweit unreifsten Gruppe ent-
spricht, war nach Ko-Kultivierung mit MIkl - MSCs mit einer Anzahl von durch-
schnittlich 85 signifikant héher als ihrer Kontrolle mit 61 (Abb. 10 M). Die Anzahl
der CFU-GEMMSs war klassischerweise niedrig. Diese Auszéhlung wurde aus-

schliellich fur die Ansétze ohne Membran vorgenommen.
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Abbildung 10: Differenzierung hAmatopoetischer Zellen in Abh&ngigkeit von MLKL sowie
von Zellkontakt zu murinen mesenchymalen Stammzellen (A-M).

FACS Analyse (A-L) und CFC-Assay (M) von hamatopoetischen Zellen nach 7-tagiger Ko-
Kultur mit WT und MIkl- MSCs. Die Ko-Kulturen wurden mit und ohne Membran (0,4 pum Poren-
gréRe) zwischen KM- und mesenchymalen Stammzellen durchgefihrt. Es werden relative (A-F)
und absolute Haufigkeiten (G-L) gezeigt. Es wurden 3 biologische und technische Replikate
vorgenommen. Alle Werte zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung des Mittelwerts
(SEM).

4.6. Differenzierung hamatopoetischer Zellen in Abhangigkeit von

Apoptose und Nekroptose in Stromazellen

Um den Effekt von Apoptose- und Nekroptose-Defizienz in Stromazellen auf die
gesunde Hamatopoese zu bewerten, wurden Stromazellen, wie in 3.2.7.4 be-
schrieben, zuséatzlich mit verschiedenen Zelltodinhibitoren vorbehandelt. Der
Einfluss der verwendeten Zelltodinhibitoren auf hamatopoetische KM-Zellen, die
sich nicht in Ko-Kulturen befanden, ist in Abbildung 11 A-B dargestellt.

Der Anteil Lineage negativer Zellen ist tendenziell héher in Abwesenheit von
MLKL in Stromazellen, unabhéngig von der Blockade des Apoptose- oder Nek-
roptose-Signalwegs (Abb. 11 C-D). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypo-
these einer Nekroptose und RIPK3- unabhangigen Aktivierung und Funktion

von MLKL, die sich auch in den vorherigen Experimenten abgezeichnet hat.

Weder Necrostatin-1s, noch GSK oder Emricasan beeinflussen das Uberleben
oder die Differenzierung von hamatopoetischen Zellen in vitro signifikant (Abb.
11 A-B). Die Anwesenheit von Stromazellen unterstiutzt den Verbleib in unreife-

ren Stadien. Der Anteil Lineage-negativer KM-Zellen, die ohne Stroma kultiviert
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wurden, ist deutlich geringer im Vergleich zu den anderen beiden Ansatzen mit
KM- und Stromazellen zusammen (Abb. 11 A-B).
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Abbildung 11: Differenzierung hamatopoetischer Zellen in Abhangigkeit von RIPK3 und
MLKL in Stromazellen sowie in Anwesenheit verschiedener Zelltodinhibitoren (A-F).

FACS Analyse von HSCs, die separat und in Ko-Kulturen mit der Stromazelllinie EL08-1D2 und
Zelltodinhibitoren fir 7 Tage ko-kultiviert wurden. Als Zelltodinhibitoren dienten die RIPK1-
Inhibitoren Necrostatin-1 (Necls) und GSK, sowie der Caspase-Inhibitor Emricasan. Als Kon-
trolle diente DMSO. Differenzierung primarer hamatopoetischer Zellen nach 7-tagiger Kultur
ohne Stromazellen mit den genannten Inhibitoren. Relative (A) und absolute Haufigkeiten (B).
Differenzierung priméarer ha&matopoetischer Zellen nach 7-tdgiger Ko-Kultur mit ELO08-1D2
Stromazellen. Die Stromazellen wurden 48 Stunden vor der Ko-Kultur mit den jeweiligen Inhibi-
toren vorbehandelt. An Tag 0 wurden die Stromazellen mit PBS gewaschen und mit HSCs ko-
kultiviert. Es werden relative (C) und absolute (D) Haufigkeiten angegeben. In weiteren Ko-
Kulturen wurden die Inhibitoren 24 Stunden vor Ko-Kultivierung mit den Stromazellen versetzt.
Die HSCs wurden an Tag 0 hinzugeftigt. Die Inhibitoren verblieben 7 Tage im Medium. Es wer-
den relative (E) und absolute Haufigkeiten (F) dargestellt.
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5. Diskussion

Zunachst soll die Diskussion verschiedene Funktionen von MLKL aufzeigen und
eine Einordnung in die aktuelle Literatur ermdglichen. Hierbei wird auf das Ec-
todomain Shedding, Phosphatidylserin Externalisierung und Komplexbildung
mit Disintegrin und Metalloproteasen sowie weitere Nekroptose-unabhangige
Funktionen von MLKL eingegangen (Edwards et al.,, 2008; Gong, Guy,
Crawford, et al., 2017; Maretzky T. , 2005; Martens et al., 2021). Daruber hin-
aus werden Schwachpunkte und scheinbare Widerspriiche der Arbeit aufge-
fuhrt und diskutiert. (Oostendorp et al.,, 2005) beschrieb eine Zellkontakt-
unabhangige Unterstitzung von hamatopoetischen Zellen durch die Stromazell-
linie. Im Gegensatz dazu zeigt vorliegende Arbeit einen Vorteil bei direktem
Kontakt beider Zellarten. Des Weiteren wird auf die uneindeutigen Ergebnisse
bei der Wechselwirkung zwischen Stroma und LSCs eingegangen. Abschlie-
Rend wird die Bedeutung von MLKL im klinischen Zusammenhang und ein

Ausblick dargelegt.

5.1. Vielseitige Funktionen von MLKL und ihr Einfluss auf die

Plasmamembran

Die vorliegende Dissertation lasst eine bisher unbekannte und Nekroptose-
unabhangige Funktion der Pseudokinase MLKL vermuten (Abb. 7, 8, 10). Auch
wenn MLKL fir seine ausfuhrende Rolle als ,Executor Protein“ der Nekroptose*
bekannt ist (Lalaoui & Brumatti, 2017), bleiben Mechanismen downstream des
Proteins weitgehend unerforscht (Conrad et al). In der Fachliteratur werden im-
mer mehr neue Nekroptose-unabhéngige Funktionen von MLKL beschrieben,
wie Rezeptor-Internalisierung, Ligand-Rezeptor Degradation, Endosomal Traffi-
cking, die Bildung extrazellularer Vesikel, Autophagy, Axonreparatumechanis-
men und die Regulation des Inflammasoms (Martens et al., 2021).

Ein wesentlicher Effekt von MLKL auf die Differenzierung hamatopoetischer

Zellen wurde durch (Wang et al., 2021) im Rahmen der AML beschrieben. Hier
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konnte eine Verstarkte Differenzierung der hdmatopoetischen Progenitorzellen
in Anwesenheit von MLKL gezeigt werden.

Die verstarkte Differenzierung der hamatopoetischen Zellen bei Anwesenheit
von MLKL in Stromazellen (Abb. 7, 8, 10) und der Verlust dieses Effektes bei
Trennung des direkten Zellkontaktes zwischen HSCs und Stroma durch eine
kollagenbeschichtete Membran (0,4 ym Porengrof3e) deuten auf eine MLKL-
abhangige Zell-Zell-Interaktion hin. Frihere Erkenntnisse beschreiben die
Komplexbildung von MLKL mit der Disintegrin und Metalloprotease ADAM10,
die zu Ectodomain-Shedding fiihrt und somit extrazellulare Doméanen proteoly-
tisch von der Zelloberflache abtrennt (Edwards et al., 2008; Maretzky T. , 2005).
Anoctamin-6, ein Phospholipid mit Scramblasefunktion, reguliert ADAM abhan-
giges Ectodomain-Shedding (Nagata et al., 2016; Veit et al., 2018). Dies lasst
ein Membranprotein in Stromazellen vermuten, das durch MLKL Aktivierung
von der Plasmamembran abgespalten wird. Unsere Daten weisen darauf hin,
dass MLKL u.a. ein bisher unbekanntes Membranprotein der Stromazellen spal-
ten konnte. Dieses Protein fihrt zu einer verstarkten Differenzierung von
HSPCs (Abb. 7, 8, 10). Unsere Ergebnisse lassen sich gut mit den Erkenntnis-
sen von (Cai et al., 2016) vereinbaren. Vom Ectodomain-Shedding sind u.a.
Proteine der Zelloberflache wie Cadherine, Rezeptoren, Wachstumsfaktoren
und Zytokine (Reiss K & P., 2009) betroffen. Allerdings setzen Cai et al. diese
MLKL Funktion in Zusammenhang mit Nekroptose, indem sie den gesamten
Signalweg mittels TNF, SMAC-Mimetika und dem Apoptose-Inhibitor z-VAD-
fmk induzieren. Die Ergebnisse vorliegender Arbeit zeigen hingegen, dass bei
Nekroptose-defizienz durch Ripk3 - das Differenzierungsverhalten der HSPCs
unverandert bleibt (Abb. 7, 8).

In einer Zusammenschau der aktuellen Publikationen kdnnen zwei Moéglichkei-
ten diskutiert werden. Zum einen kann MLKL im Rahmen der Nekroptose, aber
unabhangig von RIPK3, von einer bisher unbekannten Protein-Kinase aktiviert
werden. (Petrie et al., 2017) und (Tanzer et al., 2015) berichten Uber eine
MLKL-Phosphorylierungsstelle S158 zusatzlich zur bekannten durch RIPK3
induzierbaren Phosphorylierungsstelle. Zum anderen kann es sich um eine von

RIPK3 und der Nekroptose voéllig unabhangigen Funktion von MLKL handeln.
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Beide der aufgefuhrten Optionen fuhren zur Modifikation der Plasmamembran
betroffener Zellen. Sei es die Phosphatidylserin Externalisierung (Gong, Guy,
Crawford, et al., 2017; Martin et al., 1995; Segawa et al., 2014; Suzuki et al.,
2013; Zargarian et al., 2017), die in Kapitel 2 diskutiert wurde, oder die Kom-
plexbildung von MLKL mit Disintegrin und Metalloprotease ADAM10 (Edwards
et al., 2008).

Die RIPK3-unabhéangige Aktivierung von MLKL wird in verschiedenen Arbeiten
prasentiert. Eine RIPK3-unabhangige Initiierung von Nekroptose in Hepatozyten
mit aktivem RIPK1 und MLKL wird in einer Arbeit zu Hepatitis beschrieben
(Gunther et al., 2016). Die Transkription und Freisetzung von Chemokinen wie
CXCL1 und 10 erfolgt durch MLKL Aktivierung, indem N-Termini RIPK3-
unabhangig dimerisieren (Gong, Guy, Crawford, et al., 2017). Hierfir wurde
hMLKL81-2Fv in NIH 3T3 Zellen aktiviert. Da die Zellen kein RIPK3 exprimie-
ren, wurde auf die Unabhangigkeit von RIPK3 geschlossen. In RIPK3-
defizienten HeLa und HepG2 Zellen wurde gezeigt, dass MLKL zu einer leich-
ten Reduktion von TNF-Rezeptor 1 Prasentation nach TNF Bindung fihrte
(Yoon et al., 2017). Diese Ergebnisse passen zur Hypothese des Ectodomain-
Sheddings durch MLKL (Cai et al., 2016; Edwards et al., 2008).

MLKL-Depletion vermindert die Freisetzung von Entzindungsmediatoren in der
Nische. Das fordert die gesunde Hamatopoese starker als die leukémische.
Sicherlich ist dies nur einer von zahlreichen Mechanismen innerhalb der Kno-
chenmarksnische. Sobald sich Parameter wie der Anteil der leuk&mischen Zel-
len in der KM-Nische andert, kdnnen weitere Regulationsmechanismen aktiviert
werden. Durch einen héheren Anteil an LICs konnte sich die leukamische Ha-

matopoese trotz MLKL-Depletion durchsetzen (Abb.7).

Unabhangig von MLKL und seiner Funktion in der Nische, ergaben sich zahlrei-
che Hinweise auf andere Funktionen des Proteins. Ergebnisse von (Yoon et al.,
2017) zeigten, dass MLKL zur zellularen Kommunikation beitragt. Es fordert
Endosomal-Trafficking in Zellen und die Synthese von Intraluminal-Vesicles
(ILV). ILVs akkumulieren innerhalb der Zelle zu Multi-Vesicular-Bodies (MVBS)
(Katzmann et al., 2002; Peng, 2021). MLKL Depletion fuhrte in HepG2 Zellen zu
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einer Reduktion von MVBs. Durch Behandlung der Zellen mit lonomycin, das
die Exosomfreisetzung fordert, konnte gezeigt werden, dass es sich um die de-
fiziente ILV Synthese handelte (Colombo et al., 2014). Die Abwesenheit von
RIPK1 und RIPK3 beeinflusste die Zahl der MVBs nicht. Das weist darauf hin,
dass diese MLKL Funktion unabhé&ngig von der Phosphorylierung durch RIPK3
ist (Yoon et al., 2017). Weitere Hinweise, dass MLKL essenziell fur die Zell-Zell-
Kommunikation ist, liefert (Gong, Guy, Olauson, et al., 2017). Durch Verzége-
rung des Zelltods, werden Signale und Entziindungsmediatoren fir umgebende
Zellen synthetisiert. Verantwortlich dafur ist ESCRT-Ill, das downstream von
MLKL agiert und Nekroptose sowie die Zerstorung der Plasmamembran verzo-

gert (Gong, Guy, Olauson, et al., 2017).

5.2. Zellkontakt-abh&ngige Unterstitzung hdmatopoetischer Zellen

als scheinbarer Widerspruch zur bisherigen Literatur

Weitere Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass EL08-1D2 Zellen murine hama-
topoetische Zellen durch direkten Zellkontakt erhalten. Vor allem die héhere
Zellzahl in Ko-Kulturen mit direktem Zellkontakt (Abb. 9, 10) sprach dafir.
Oostendorp et al. publizierte, dass HSCs auch ohne direkten Zellkontakt zu
EL08-1D2 Zellen in Langzeitkulturen unterstitzt wurden. Die Arbeitsgruppe un-
tersuchte vor allem die Unterstiitzung von humanen HSCs. Die Ko-Kulturen
stellten Langzeitkulturen Uber mindestens 4 Wochen dar. Durch die verschie-
denen Fragestellungen beider Arbeiten und den genannten Unterschieden im
Versuchsaufbau (humane und murine HSCs, Kurzeit- gegen Langzeitkultur)
schlie3en sich beide Erkenntnisse nicht aus.

5.3. Wechselwirkung zwischen Stroma und LSCs in der Nische

Die Betrachtung der leukdmischen Hamatopoese und deren Wechselwirkung
mit Stromazellen zeigte die Unterstlitzung von AML-ETO transduzierten Kno-

chenmarkszellen (Abb. 7). In Ko-Kultur 1 wurden leuk&mische HSCs durch
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MLKL im Stroma unterstutzt (Abb. 7). Dieser Effekt war in weiteren Versuchs-
ansatzen (Abb. 8) nicht reproduzierbar. Die unterschiedlichen Ergebnisse kon-
nen auf die Versuchsdurchfiihrung und die Gerateeinstellungen zurtckgefuhrt
werden. Vor Beginn der ersten Ko-Kultur wurde das retroviral infizierte KM-
Zellgemisch auf GFP-Positivitat sortiert. Dabei dienten die GFP-negativen Zel-
len, also die nicht mit AML-ETO infizierten Zellen, als gesunde Kontrolle. Die
Einstellung des Fluss-Sortierers war aufgrund der niedrigen Zellzahl ,Yield®. Fur
spatere Experimente wurde flr eine hohere Prazision die Einstellung ,Purity*
verwendet (Abb. 7). Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass in
Ko-Kultur 1 falschlicherweise einige gesunde GFP-negative Zellen in den AML-
ETO Ansatz sortiert wurden (Abb. 7). Ist der Anteil der gesunden KM-Zellen zu
hoch, kann es zur Konkurrenz zwischen leukédmischer und gesunder Hamato-
poese und anschlieRender Verdrangung einer Population kommen. Die gesun-
den KM-Zellen kénnen sich durchsetzen und leukamische Zellen verdrangen
(Boyd et al.,, 2014). Um das Phanomen der Verdrangung der leukamischen
Hamatopoese verifizieren, sollten in Ko-Kulturen 4 bis 6 gesunde und leukami-
sche KM-Zellen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt und ausgewertet wer-
den. Da fir die Versuche der ebenfalls GFP markierte Vektor pMIG als Kontrol-
le verwendet wurde, konnten gesunde und leukamische Populationen im FACS
nicht mehr eindeutig unterschieden werden. Um eine Verifizierung zu ermdégli-
chen, sollten in weiteren Ansétzen Marker wie mCherry anstelle von GFP fir

den Vektor verwendet werden.

Dieses Phanomen wurde die Abwesenheit leukamischer Zellen im AML-ETO
Ansatz erklaren, lasst aber offen warum es lediglich bei MLKL-defizientem
Stroma zu sehen war (Abb. 7). Es bekraftigt die Hypothese, dass MLKL Nekr-
optose bzw. RIPK3-unabhéngig zu einem pro-inflammatorischen Mikromilieu im
Knochenmark beitragt. Dysregulationen in der Knochenmarksnische durch ver-
anderte Signale von Nischenzellen wie MSCs und Osteoblasten (Schepers et
al., 2015) kénnen zur Inflammation und zur Forderung leuk&mischer Hamato-

poese fiihren (Lane et al., 2009; Schepers et al., 2013).
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5.4. Klinische Bedeutung von MLKL und Ausblick

Die vorliegende Arbeit gibt Hinweise auf eine pro-inflammatorische und RIPK3-
unabhangige Wirkung von MLKL in der KM-Nische. Einerseits tragt MLKL somit
zur verstarkten Differenzierung hamatopoetischer Zellen bei. Andererseits
schafft MLKL ein inflammatorisches Mikromilieu, das die leukdmische Hamato-
poese unterstlitzt. AuRerdem reagieren Tumorzellen mit hoher MLKL Expressi-

on sensibler auf Chemotherapeutika (Ratovitski, 2015).

Den unmittelbar an MLKL anschlieRenden Mechanismus und die hierbei akiti-
vierten Komponenten gilt es herauszufinden. RNA-Sequenzierung der Ver-
suchsanséatze nach Ko-Kulturen, Western Blots zur Sicherung auf Proteinebene
oder eine massenspektrometrische Analyse waren denkbare Ansatze. Fiur wei-
tere Nachforschungen dient der MLKL Inhibitor Necrosulfonamid (NSA) als
natzliches Werkzeug verschiedene Signalwege voneinander zu trennen (Sun et
al., 2012). Der Einsatz von NSA zeigte in Ko-Kulturen eine reduzierte Freiset-

zung von proinflammatorischen Zytokinen (Zhu et al., 2018).

Mit der bisherigen Erkenntnis und weiteren Versuchen kann es ermdglicht wer-
den die gezielte Modulation von MLKL im LSC-Mikromilieu therapeutisch zu

nutzen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Dissertation beleuchtet die Bedeutung der regulierten Nekrose in der
Knochenmark-Nische fur die Pathogenese der akuten myeloischen Leukamie.
Hierbei stellte sich die herausragende Rolle von MLKL, einem Protein, das an
der Nekroptose beteiligt ist, dar. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass MLKL in der
Knochenmark-Nische zum einen die Differenzierung der h&matopoetischen
Knochenmarkzellen fordert. Zum anderen kann MLKL die leukdmische Hama-

topoese durch Erzeugung eines pro-inflammatorischen Milieus untersttitzen.

Akute myeloische Leukamie entsteht durch unkontrollierte Proliferation friher
hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen (Boyd et al.,, 2014), den soge-
nannten leukamischen Stammzellen. Die Funktion gesunder HSZs wird durch
komplexe Wechselwirkungen mit KM-Nische sowohl aufrechterhalten als auch
reguliert (Wei & Frenette, 2018). Wahrend die steuernden Faktoren zwischen
hamatopoetischen Zellen und ihrer gesunden KM-Nische weitgehend verstan-
den sind, bleiben die Wechselwirkungen von leukéamischen Stammzellen mit
ihrer Nische weitgehend unerforscht.

Es zeigte sich, dass die Deregulation der Nische ein wichtiger Faktor bei der
Entwicklung myeloischer Malignitaten ist (Raaijmakers et al., 2010). Zudem hat
unser Labor die zentrale Rolle der Nekroptose fir die Differenzierung und das
Uberleben von LSCs in der AML dargestellt (Hockendorf et al., 2016).
Zielsetzung war herauszufinden wie einzelne Proteine, die bei der Nekroptose
beteiligt sind, wie TNF Lymphotoxin-a, RIPK3 und MLKL (Conrad et al., 2016),
die Differenzierung und das Uberleben von hamatopoetischen Zellen tber das
Knochenmarkmikromilieu beeinflussen.

Zunachst  wurden  Nekroptose-defiziente  Stromazelllinien  EL08-1D2
(Oostendorp et al.,, 2002) mittels CRISPR/Cas9 System, durch Deletion von
Tnf, Lymphotoxin-a, Ripk3 und MIkl, generiert. Daftir wurden Vektoren mit der
Zielsequenz hergestellt. Mittels Calcium-Phosphat Transfektion wurden die
GFP-markierten Vektoren in die EL08-1D2 Stromazellen eingebracht. Durch
Single Cell Sorting wurden GFP-positive Zellen separiert und zu klonalen Zellli-

nien expandiert. Western Blots sicherten die Abwesenheit auf Proteinebene.
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Die monoklonalen Stromazelllinien wurden mit gesundem und AML-
Knochenmark ko-kultiviert, um den Effekt der Nekroptose im Stroma auf die
Hamatopoese zu beleuchten. Zelltod und Differenzierung der KM-Zellen wur-
den durchflusszytometrisch analysiert. Einen zusatzlichen deskriptiven Faktor
stellte die Koloniebildungsfahigkeit der hAmatopoetischen Zellen des KMs dar.
Die Zellen wurden nach der Ko-Kultur in CFC-Assays uberfuhrt.

Wenn KM-Zellen mit Mlkl-defizientem Stroma ko-kultiviert werden, zeigen Daten
dieser Arbeit, dass es zu einer verringerten Differenzierung von KM-Zellen
kommt. Diese Beobachtung ist unabhangig davon, ob das KM gesund oder leu-
k&misch ist. Aul3erdem scheint MLKL in Stromazellen AML-ETO transduzierte
KM-Zellen zu unterstitzen.

Um herauszufinden, ob der beobachtete Effekt zellkontakt-abhéngig ist, wurden
Ko-Kulturen mit Membranen durchgefihrt, die KM und Stroma voneinander
trennen. Die Differenzierung der HSZs ist MLKL abh&ngig und wird durch den
direkten Zellkontakt mit den Stromazellen geférdert.

Die vorliegende Dissertation gibt Hinweise auf eine pro-inflammatorische und
RIPK3-unabhangige Wirkung von MLKL in der KM-Nische. Diesen bisher unbe-
kannten Mechanismus downstream von MLKL gilt es noch herauszufinden. Ei-
ne RNA-Sequenzierung der Zellen nach Ko-Kulturen kdnnte die nétigen Hin-
weise erbringen. Western Blots sichern die Ergebnisse auf Proteinebene. Die
Isolierung von Membranproteinen und deren massenspektrometrische Analyse
ware ebenfalls ein denkbarer Ansatz. Um die Hypothese abschlie3end zu si-
chern, kénnen erneut Stromazellklone mittels CRISPR/Cas9 mit dem entspre-
chenden Zielgen generiert und ko-kultiviert werden. Mit den Erkenntnissen die-
ser Arbeit und weiteren Nachforschungen kénnte es in Zukunft gelingen, durch
gezielte Modulation von MLKL in der KM-Nische den Verlauf der AML positiv zu
beeinflussen. Erste in-vitro Ansatze, die MLKL-exprimierende Vektoren ver-
wenden, um Nekroptose in Tumorzellen zu initiieren, sind bekannt (Van Hoecke
et al., 2020).
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