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1 EINLEITUNG

1.1 HAMATOPOESE

Die Hamatopoese bezeichnet den Vorgang der Blutzellbildadgfindet im KnochenmariKM)

statt Am Anfang des hierarchisch organisierten Prozesses stehen die multipotenten
hamatopoetischreStammzellen (HSChematopoietistemcells), die aus dem ventralen Mesoderm
entstammen. Die HSC haben die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und kénnen zu multipotenten
Progenitorzellen (MPP) ausdifferenzieren. Zu den MPP zahlen die gemeinsam myeloiden
Progenitoren (CMPgcomma myeloid progenitory und die gemeinsam lymphoiden Progenitoren
(CLP, commonlymphoid progenitory. Mit diesem Differenzierungsschritt geht der Verlust der
Selbsterneuerungsfahigkeit einhBie weitere Differenzierung der CMP erfolgt Giber das Stadium
der MegakaryozytekrythrozytenProgenitoren zu  Megakaryozyt@mogenitoren  und
Erythrozytenprogenitoren  und  Uber die  GranulozakemozytenProgenitoren  zu
Granulozytenprogenitoren und Monéegprogenitoren. Diese Progenitorzellen proliferieren stark
und differenzieren dann Uber die im konventioneldh-Ausstrich erkennbaren Vorstufen zu reifen
Blutzellen wie Eythrozyten, Makrophagen, Granulozyten und Monozyten aus. Es gibt auch die
Hypothese, dass die Progenitoren bereits direkt nach demSt#lilimden Differenzierungsweg

zu einer bestimmten Zedihe einschlagen und sich die Blutzellen parallel statt in einer
hierarchischen Verzweigung entwickelfLillmannRauch & Asan, 2019b) Die zentralen
Mechanismen der Hamatopoese sind also die Selbsterneuerung der HSC, die starke Proliferation der
Progenitorzellendie Weichenstellung fiir die Liniespezifische Differenzierungnd dieAusreifung

in die Zellreihen Die Regulation dieses Zusammenspiels wird durch ZytakmElranskriptions
faktorengesteuer{Aiuti et al., 1997; Scott et al., 1994)ie Zellen derKnochenmarkische wie
Adipozyten, Osteoblasten uni@éren Progenitoreitben nicht nur ein Stitzind Adhasionsfunktion

aus, sondern spielen auch eine groRe Rodeder Regulationder hamatopoetischen Zellen
(Ldllmann-Rauch & Asan, 2019b)

1.2 AKUTE MYELOISCHE LEUKAMIE (AML)

Akute Leukamiersind durch starke Proliferation malign€ione unreifer hamatopoetischer Zellen
charakterisiert. Diese Zellklone breiten sich zunachdlitbildenderKM aus schwemmen dann
ins Blut aus und infiltrieren lymphatisch@rgane oft auch nicdymphatische Organe.

Bei der akuten myeloischen Leukamie (AML) entwitleith die Neoplasie aus Vorlauferzellen der
myeloischen Reihe. Die Leukamiezellen sind unreife Blastha Mutationen zweier Arten
aufweisen:Erstenseine konstitutive Aktivierung vorProliferatiors- und Uberlebessignalwegen
durch Mutationen in Zelloberflachenrezeptoren oder Tyrosinkinasen wieFIdEr eKit, zweitens
eine Blockade der Differenzierungum Beispieldurch Uberexpression von HG®enen oder

Bildung von Fusionsgenen. Zudem spielt die Hypermethylierung von Promotern verschiedener



Tumorsuppressoren eine Rol[€oyota et al., 2001)Akute Leukdmien werden meist durdie

Folgen einer gestdrten Hamatopoesenptomatischdenn leukamische Blasten schwemmails
funktionslose Zellerins Blut aus und hemmen Ubarschiedene Weggie Ausdifferenzierung der
gesunden VorlauferzelleDie Folgen davon sind Infektionen durch die Neutropenie, ein erhdhtes
Blutungsrisiko durch die Thrombozytopenie sodie Andmie.

Die AML ist mit einer Pravalenz von 3/71.00000 Einwohnern in Deutschlamtie haufigste akute
Leukamie im Erwachsenenalt@uliusson et al., 2012yie kann sich aus einer anderen Erkrankung

der Hamatopoese,wie z.B. einem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder einer
Myeloproliferativen Neoplasie(MPN) entwickeln, kann durch vorausgegangene Chemotherapie
ausgelost werden oder kann primar entstehen. Die Standardtherapie der AML erfolgt
klassischerweisenit einer Induktionschemotherapais Cytarabin und einem Anthrazyklimmit

einer anschlieBRenden Konsolidierungstherapiese bestetie nach Risikokonstellatioder AML
unddemGesundheitszustand deatienterausChemotherapie, Stammzelltransplantation und / oder
zielgerichtete Therapie. Mit diesen Therapiekonzepten ist jedoch nur eine Heilungsrate von etwa
40% bei Patienten unter 60 Jahren zu verzeichnen, und bei Patienten tber 60 Jahren, die die Mehrheit
der AML-Patienten abbilden, liegt die Heilungschanaebei etwa 10%Ddhner et al., 2015Paher

sind Innovationen in der Therapie der AML notwendig.

1.3 DIE NISCHE DER HAMATOPOETISCHEN STAMMZELLEN

Als hamatopoetischidische wird die direkte Umwelt der hdmatopoetischen Zellen im Knochenmark
bezeichnet, die auch den Nam@woneMarrow Microenvironmertft tragt.Sie besteht unter anderem
aus LeptinrRezeptoipositiven (LEPR) mesenchymalen StammzelléMSC), Osteoblasten und
Adipozyten sowie deren Progenitoratver auch aus Endothelzell@alvi et al., 2003; Tikhonova

et al., 2019) Weiter gefasst gehdren auch Chondrozyten, Fibroblagterdie MSCGahnlichen
Nestinpositiven Zellerund sympathischen Nervenfaselazu(Baryawno et al., 2019; Hanoun et
al., 2014; Méndeferrer et al., 2008l diese Zelltypen lassen sich in weitere Subpopulationen
unterteilendie Uber Sekretionsfaktoren aber auch durch dirgktl-Zell-Kontake die Hamatopoese
regulieren. So exprimieren LEPRISC denStammzellfakto{SCH unddas Chemokin Stromal Cell
Derived Factor 1 (SD#&; auch CXCLE12), die fur die Rekrutierung und Verankerung von HSC
zustandig sind, aber auch Regulatoren der myeloiden und lymph@idirenzierung wie
Interleukin (IL) -7 und MacrophageColony StimulatingFactor(M-CSF. (Baryawno et al., 2019;
Sugiyama et al., 200B)Bestimmte Osteoprogenitoren hingegen unterstiitzen beispielsweise die
Ruhephase von HS(ikhonova et al., 2019)Andere Osteoprogenitoren produzieren, wie auch
Nestin-MSC-ahnliche Fiboblasten, den Liganden Jaggédder Uber den NoteBignalwegdie
Proliferation von HSC forderiCalvi et al., 2003)Die Rezeptoren Notchl und Notch2 aktivieren
nach Bindung von Liganden wie Jaggkdeinen intrazellularen Signalweg, der mit einer

Transkriptionsregulation endet. Der NoiSlgnalweg beeinflusst so die Zellproliferation, das
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Zelliberleben, die Differenzierung und die Selbsterneuerung der Z€égrando, 2010; Takam
Kamga et al., 2016)Diese Funktionder Jagged-Bildung wird vor allem Zellen der
osteoblastischen Lini€dBC, osteoblastic lineage cellmit hoher Expressiodes Ruriverwandten
Transkriptionsfaktors 2Runx2? zugesprocheffChitteti et al., 2010)Reife Osteoblasten scheinen
eine Favorisierung der Lymphopoese und Erythropoese gegeniber der Myelopoese zu bewirken
(Krevvata et al., 2014)

Endotheliale ZellenEC), insbesondere die arteriolaren, wirken ebenfalls Gber Noaganden,
SDF1, SCF, verschiedene Interleukine und weitere Faktoren auf die Hamatopo@3argawno
et al., 2019; Tikhonova et al., 2018)ir vieledieser Signalwegeansbesondere fur SChildet der
Janus kinase/signal transducer and activator of transcription -&JIA) -Signalweg die
intrazellulare Endstrecke der Informationsiibertragung bis zur Transkriptionsregufétion
Zellproliferation und Zelliiberleben, wobei in Hamatopoese und Leukdmogenese voSHISM
Statba und StatSb eine Rolle spiel@vlaurer et al., 2019; Wang et al., 2009)il dieses
Regulationsmechanismus sind aubtanskriptionsfaktorerwie das Prot@Onkogenmyg dessen
Amplifikation eine unkontrollierte Zellproliferation zur Folge h@atoh et al.2004) Es wird
deutlich, dass in der hamatopoetischen Nische ein komplexes Zusammetspadiedener

Zellpopulationen stattfindet.

1.4 DIE INTERAKTION VON L EUKAMIE -ZELLEN UND MESENCHYMALEN ZELLEN IM KM

Bei AML kommt es zu Veranderungen in der Klsche.Aus dem KM von Patienten isolierte
AML -assoziierte MSQAMSC) weisen Mutationen auf, die sich von denen in AMBlasten
untersceidenund Genexpressionsprofile der AMSC sind gegentiber normalen MSC ve(&talert

et al., 2011) Vorwiegendsind mit Zelliiberleben, Angiogenese und osteogener Differenzierung
assoziierte Genexpressionsprogramme in AMSC ¢i{@iten et al., 2020)

Auch im MausmodelerstarktAML in mesenchymalen Stammnd ProgenitorzellerMSPQ die
osteogene Differenzierungs kommt allerdinggusatzlichzu einem Diffeenzierungsblock, sodass
es in der leukdmischen Nische eindgiangel an reifen Osteoblastgibt: Durch die vermehrte
Induktion der Differenzierung schrumpft die Population der MSC zugunsten der mesenchymalen
Progenitore (Battula et al., 2017)nsbesondereie Verlust derSDF1-exprimerenden MSC ist zu
beobachten undéL-7 wird in der leukdmischen Nische vermindert exprimigérker als in der
hamatopoetischen Nische hingegen ist beispielsweise Jagl vefiieteet al., 2018)Durch diese
Veranderungekommt es zu FunktionseinbufRen bezlglichRiegulationder Hamatopoeséie bei
Restitution von Bestandteilen der Nische reversibel @adtula et al., 2017; Krevvata et al., 2014)
Stattdessen formen sich die Leukdmiezellen eine Nischirdieigend®roliferation férdert und sie
vor Apoptose schitztKonopleva et al., 2002)Denn die AML:-bedingten Modulationen an
mesenchymalen Zellen der KMische sind nur eine Seite einer bidirektionalen Interakktsenso

kénnen Veranderungen in mesenchymalen Zellen, insbesondere in Osteoprogenitoren, eine maligne
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Transformation inden hdmatopoetischen Stamnund Progenitorzellen HSPQ bis hin zur
Entwicklung einer AML auslosen. So konnte im Mausmodell eine einzige aktiviereGdeeRin
Mutation in Osteoblasten liber eine Uberexpression vorl Jagd das dadurch erhohte Notch
Signaling in HSPC eiMDS und in einigen Fallen eine AML induzier@fode et al., 2014)Ein
weiteres Beispiel ist dash@&achmanBodianDiamondSyndrom(SBDS) Diese Erkrankung wird
durch eine heterozygote Mutation BBDSGen ausgeldst und fuhrt neben einer Osteoporose bei
reduziertem Knochenstoffwechsel zu einer Pradisposition, bereits im jungen Erwachsenenalter an
einem MDS oder einer AML zu erkrankévit selektiver Deletion deSBDSGens in Mausen konnte
gezeigt werden, dass diese Mutation in HSPC lediglich eine Neutropenie §albgietti et al.,
2015) Das Fehlen deSBDSGens in Osterbpositiven mesenchymalen Zell&iste genotoxischen
Stressund Verédnderungen der Genexpressionden HSPC auswie sie auch in humanen
praleukamischen KMellen beobachtet wurde(Zambetti et al., 2016)Die Komplexitat der
hamatopoetischen Nische steigert sich noch, werrusleukamischa Nische wird.

1.5 KNOCHENSTOFFWECHSEL & GENEXPRESSION IN DER OSTEOGENEN DIFFERENZIERUNG

Die Osteoblasten und Osteoprogenitoren spielen eine zentrale Rolle in der hAmatopoetischen aber
auch in der leukamischen Nisclm besseren Verstandnis soll hier kurz auf wichtige Punkte der
Osteogenese urdkrGenexpressioim Osteoprogenitoren und Osteoblasten eingegangen werden.
Osteoblasten differenzieren Uber einige Vorstufen, OsteoprogenitoreNSLisSie sind flur die
Produktion von Kollagen und Osteoid zustandigd werden von deeigens produzierten
Knochenmatrix umgeben die anschlieBend ansineralisiert woraufhin ein Grof3teil der
Osteoblasten in die Apoptose geht und ein kleiner Anteil zu Osteozyten ausdiffereDigert
Osteozyten regulieren den Knochenabbau durch Osteoklasten, indem sie deren hamatopoetische
Vorlaufer GranulozyterMonozytenrProgenitorenmit dem M-CSF zu OsteoklastetVorlaufern
differenzieren lassefMenaa et al., 2000PDsteozyten oder Osteoblasten binden mit dem Liganden
RANKL an RANK (receptoractivator of NFk B) , e i nen Re z e p tOsteoklasterf d e n
Vorlaufem, woraufhin sie zu mehrkernigen funktionsféahigen Osteoklasten verschnfelzert al.,

1999; Kong et al., 1999Dsteozyten kbénnen mit Osteoprotegerin, einem léslichen Rezeptor fir
RANKL, den Knochenabbau hemmg@rasuda et al., 1998; Yavropoulou & Yovos, 2008)
Runx2induzert in Osteoprogenitoren die Expression osteogener Proteunex2 leitet bereits die
osteogene Differenzierung in MSC ein und seine Expressigigt mit zunehmender Reife der
Osteoprogenitore(Lian et al., 2004)Das OsteoblasteRrotein Osteopontifcodiert durctsecreted
phosphoprotein &= Sppl) wird vor allem in der Proliferationsphase der Osteoprogenitoren und
erneut wahrend der Minersikrungsphasein Osteoblastenproduziert sinkt aber in der
postproliferativen Phase ab. Osteocal@odiert durchb o n €arbgxylglutamic acigtontaining

protein— Bglap) kommt vor allem in reifen Osteoblasten in der Mineralisierungsphag®©wan et

al., 1990)



1.6 GROWTH FACTOR INDEPENDENCE 1 (GFI1).

Das nukleare Protein Growth factor independence 1 (Gfil) ist ein transkriptionaler Repressor, der
aus sechs @erminalen Zinkfingern, von denen drei fir die spezifisElesoxyribonukleinsaure
(DNA deoxyribonuteic acid) -Bindung notwendig sind, und einertBrminalen SNAGomane
besteh{Grimes et al., 1996; Zweidldvickay et al., 1996)Diese SNAGDomane bt die repressive
Funktion Ober Rekrutierung von Histomodifizierenden Enzymen wi€er Lysin-spezifischa
Histondemethylase 1 a@Saleque et al., 2007¥unéchst wurde die Rolle von Gfil in der friihen
lymphozytéren Differenzierung untersucht. Doch Gfil ist ebenfalls entscheidend miyelmsche
Differenzierung wegen seiner Notwendigkeit fur die Differenzierung neutroghitnulozyten aus
myeloischen Vorlaufern und Hemmung der Differenzierung in Monozgftatk et al., 2003)
Vassen et. al. unterschieden die Population der granulemgidozytéaren Progenitoren mit den
Oberflachenmarkern GfY Mac1' in eine Population mit hohesfil-Expression, die sich unter
GranulozyterMakrophagen Koloniestimulierender FaktoilGQM-CSH zu Granulozyten entwickelt,
und eine Population mit geringeGfil-Expression, die unter GMSF zu Makrophagen
ausdifferenziere(Vassen et al., 2012[s konnte ferner gezeigt werden, dass M&use mit @iier
Defizienz Gf1-KO, Gfil-knockout) wenig bis keine neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut
oderim Knochenmarkaulise n, dafir aber vermehrt atypische ¢
im KM akkumulieren(Karsunky et al., 2002)Neitere phanotypische Besonderheiten @did-KO
Mausen sind eine Neigung zu Infektionen, die sich als logische Konsequenz aus einer gestorten
Immunabwehr beNeutropenieergibt sowie ein deutlich vermindertes Kérgewicht gegentber
dem Wildtyp (wt) wohingegen di&rythrozytenzahl, der Hamoglobingehalt und die Thrombozyten
bei Gfil-KO Mausen normasind (Hock et al., 2003; Karsunky et al., 200&jn weiterer Prozess
der Hamatopoese, auf den Gfil einen Einflussisiatlie Selbsterneuerung von HSC. Gfil limitiert
die Proliferation von HSC, um deren Selbsterneuerungskapazitat zu s¢dengnet al., 2004)
Zugleich ist Gfil daran beteiligt, die HSC vor Apoptose zu schifgkandanpour et al., 2011)
Mutationen im Gfil-Gen oder quantitative Veradnderungen d&fil-Expression sind an der
Entstehung verschiedener hdmatologischer Krankheiten-&edlTakuter lymphatischer Leukamie,
AML, hereditarer Neutropenie und NiPbeteiligt (Khandanpour et al., 2011; Khandanpour et al.,
2012; Person et al., 2008)er Single Nucleotid Polymorphism@&-I1 36N, bei dem das Serin an
Position 36 des Proteins durch Asparagin ersetzt ist, kommtDhéb 8ler Kaukasier vor, aber in
11% der AML-Patienten. AufRerdem beschleunigt d@I11-36N-Variante im Vergleich zum
humanen wGFI11-36S den Verlauf eiméVIPN im Mausmodell mikras-Mutation (Khandanpour et

al., 2011; Khandanpour et al., 2012; Person et al., 2003)

Eine reduzierte Expression v@ifil kann im Mausmodell emmMPN auslésen und ist mit einer
schlechteren Prognose in AMUWausmodellen und AMIPatienten assoziiertEin kompletter

Verlust vonGFI1 in AML-Patientenproben wurde hingegen noch nicht beswm. Vermutlich

10



mussfir die vermehrte Proliferatiomon Blasten eine Restfunktion vdafil vorhanden seingie

einer Apoptose entgegeirkt (Fraszczak et al., 2018; Hones et al., 2016)

Gfil ist aber nicht nur an der Regulation der Hamatopoese beteiligt, sondern spielt auch eine Rolle
in der Differenzierung vomMSPC zu Osteoblasten. Der Transkriptionsfaktor reprimi@&pl und

Runx2 die beide wiederum wichtige Faktoren in der KnochendifferenzierungBiS8duza et al.,

2011; Y. G. Wang et al., 2016)

1.7 ZIELSETZUNG

Die komplexen Ablaufe der Leukdmogenese sind seit Jahrzehnten Gegenstand der
Grundlagenforschung und translationalen Forschung, doch bisher nur in Teilen verstanden. In den
letzten Jahren wurde zunehmend die Interaktion von AWisten mit mesenchymalenlién der
KM-Nische untersucht. So ist bekannt, dass ABlasten genetische Verdnderungen in MSC
herbeifihrer(Blau et al., 2011ynd dassn vitro die Kokultur mit MSC AML:-Zellen vor spontaner

und Chemotherapiassoziierter Apoptose schitgarrido et al., 2001; Konopleva et al., 2002;
Moschoi et al.,, 2016)Neben MSC beeinflusseanter anderem aucksteoprogenitoren die
Leukdmogenesghen et al., 2020; Krevvata et al., 2014)

Gfil ist ein wichtiger hamatopoetischer Transkriptionsfakt®t in myeloischenBlasten eine
bedeutende Rolle spielt. Eine vermindétigpression oder die Varian®&-11 36N sind prognostisch
unginstig(Khandanpour et al., 2010hlingegen st bei einigen Mutationeand Fusionsgenenwie
NUP98HOXD13und AML-Eto9die Gfil-Expressiorfiir die Progression der Leukédmie notwendig
(Hones et al., 2016pa Gfil auchdie Osteogenese beeinflugdtSouza et al., 2011; Y. G. Wang et

al., 2016) ergab sich die Fragin welcher Form Gfil sich auf die Strorhaukadmielnteraktion
auswirkt. Ein Einfluss auf die Interaktion zwischen Stromand Myelomzellen ist bereits
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, @assKO von Gfil in MSCP die Suppression von
Multiplen Myelomzellen auf deren osteogene Differenzielinhgpiert(D'Souza et al., 2011Es ist
fernerbekannt, dass mesenchymale Zellen die mitochondriale Funktion und Veranderungen in den
DNA-Reparaturgenen von HSPC und AMBlasten beeinflussefMarlein et al., 2017; Moschoi et

al., 2016; Zambetti et al., 2018pPb solche Veranderungen auetmgekehrtvon dysfunktionalen

HSPC und AML:Blasten in MSCP ausgeldst werden, ist bisher wenig untersuatit Gfil spielt

in hamatopoetischen Zellen eine Rolle bei der BR&paratur (Khandanpour, 2013; Vadnais 2018).
Zudem interessierte uns digtochondriale=unktion, die eine Grundvoraussetzung fur Proliferation

ist.

Ziel dieser Arbeit war edaher, derkinfluss vonAML -Blasten und gesunden hamatopoetischen
Zellen aufverschiedene Funktionen in MSPQ untersuchenind dabeiwt MSPC und Gfil-KO
MSPCzu vergleichenum den vermuteten Einfluss des Transkriptionsfaktors Gfil auf die Stroma

Leukamielnteraktion herauszuarbeiten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIALIEN

2.1.1 Medien, Reagenzierund Losungen

Tabellel Liste derverwendeten MedieiReagenzien und Lésungen

Reagenz

Firma

2-Mercaptoethanol 99%

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Adipogenic supplemerfausR&D systems
MSC identification kit)

Bio-Techne Minneapolis, MN, USA

AF488 antiy-H2AX

BD Bioscience FranklinLakes NJ, USA

Alizarin-Rot

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Aqua, steriles Wasser

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Ascorbinsaure

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Beaddfor FACS, invitrogen

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Benzylperoxid (BPOanhydrisch

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cell Counter Solution

Beckmann Coulter, Brea, CA, USA

DEPCGtreated water

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Desoxyribaukleosidtriphosphat (dNTP)

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Dexamethason 4 milligramm (mijject

Jenapharm

mibe GmbH, SandersdeBrehna, DE

D-Glukose

BioShop Canada, Burlington, ON, CA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

PAN Biotech, Aidenbach, DE
BioShop Canada, St Laurent, QC, Ca

Dithiothreitol (DTT)

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Multicell or Gibco

Dulbecco’s Phosphate

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA
WISENT Inc., Montreal, Ca

EDTA (Ethylindiamintetraacetat)

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

EDTA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammonium Chloride Lysing Agent

BD Bioscience, Franklihakes NJ, USA

Ethanol 99 %

Honeywell Speciality Chemicals, Seelbk

FACS Flow / Clean / Rinse

BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA

Fetal Bovine SerunFCS)South American

origin, 0,2 Micrometer (um) sterile filtered

PanBiotech, Aidenbach, Deutschland

Fetalgro

RMBIO, Missoula MT, USA

Formaldehyd 4% Methandlaltig

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
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Giemsa StainRITE

PolyScience Inc\Warrington PA, USA

HamatoxylinEosinFarbung (HE)

Sigma Aldrich, St. LouigMO, USA

Hank Balanced Salt Solution (HBSS) Gibco

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Horse SerumUS origin, Corning

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

I scove’s Modi fie MDMyu

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Isofluran, FORENE

AbbVie Deutschland, Wiesbaden, DE

Isopropanol / ZPropanol

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Kollagenasel (>125 U/ mg)

Worthington Lakewood, NJ, USA

L-Glutamine 200 millimolar (mM), Multicell

WISENT Inc., Montreal, QC, CA

MassonGoldnerTrichromfarbung (MG)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

May GrunwaldFarbung

PolyScience Inc\Warrington PA, USA

Minimal-Essential Medium alpha (MEM )

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

MesenCult Expansion Kit Mouse

StemCellTechnologies, Vancouver, Ca

Methanol

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

MethylmethacrylatMMA)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

MountingMedium mit DAPI

Vector, Burlingame, CA, USA

murinerStem Cell Factor (SCF)

Miltenyi, BergischGladbach, DE

murineslL-3, murine IL-6

Miltenyi, Bergisch Gladbach, DE

N, N Dimethytp-Toluidin 99%

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Nagellack klar

Essie, Las Vegas, NV, USA

Natriumpyruvat 100 mM, Multicell

WISENT Inc., Montreal, QC, CA

NHA4CI

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

NonylphenytPolyethyleneglycolNPG)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Oil Red O solution 0,5% in isopropanol

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Oligo-dT

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Pencillin/Streptomycin (P/S)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
WISENT Inc., Montreal, Ca

Permount Mounting Medium

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

pH KalibrierlosungenUPAC pH-Standard

Hach LangecmbH, Disseldorf, DE

RNase Out

Thermo Fischer Sc., Waltham, MA, USA

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Medium Gibco / Multicell

Thermo Fischer Sc., Waltham, MA, USA
WISENT Inc., Montreal, Ca

3-Glycerophosphat disodium salt

MerckMilipore, Burlington, MA, USA

StemXVivo Osteogenic Base Medium

Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA
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Super Script Reverse Transkriptase I

Thermo Fischer Sc., Waltham, MA, USA

Triton X

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypan blueSolution

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
MerckMilipore, Burlington, MA, USA

TrypLE Express, Gibco

Thermo Fisher, Waltham, MA, USA

Trypsin EDTA, Multicell

WISENT Inc., Montreal, Ca

XF calibrantpH 7,4

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, US

XF-Base Medium

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, US

2.1.2 Selbst angesetzte Losungeand Medien

Tabelle2 Liste derselbst angesetzie.6sungen und Medien

Adipogenes

Differenzierungsmediun

StemXVivo Osteogenic/Adipogenic Base Medium
1% P/S
1% AdipogenicSupplement

Alizarin-Rot

Farbeltsung

1 % Alizarin-Rot in destilliertem Wasser

HCI zur pHAdjustierung

Einfriermedium

40 % Medium(je nach Zelllinie, s.u.)
10% DMSO
50 % hitzeinaktiviertesli) Fetalgro / FCS

FACS-Puffer

PBS
2,5% Hitzeinaktiviertes (hi) Fetalgro / FCS
1% ml P/S

Fc-Block Maus

Ratte AntiMausCD16/CD32

Puffer (IF-Puffer)

1:400 in PBS
HBSSPuffer HBSS

2,5% hiFCS / Fetalgro

1% P/S
Immun-Fluoreszenz PBS

0,5 % Triton X
5 % Fetalgro

MACS-Puffer PBS
2% BSA
1mM EDTA
Mediumfir C1498 IMDM
Zellen 20% hi Fetalgro (Montreal) / FCS (Essen)

1% P/S
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Mediumfir murine IMDM
MSC 5% HorseSerum

10% hi Fetalgro (Montreal) / FCE&ssen)®6 P/S

Medium fr priméare IMDM

murine/ humane 10% hi FCS / Fetalgro
Knochenmarkzellen 1% P/S
10 ng/mlinterleukin (L)-6
10 ng/ml IL-3
20 ng/ml SCF
Methylmethacrylat 100 mIMethylmethacryla(MMA)
Einbettungslosung 14 mINonylphenytPolyethyleneglycol AzetgNPG)

0.55 g BPOBerrylperoxid)

500Microliter (ul) N,N Dimethytp-Toluidin 99%

Methylmethacrylat 100 ml MMA
Infiltrationslésung 14mINPG
0.33gBPO
Osteo MEM-alpha Medium
Differenzierungsmediun| 20 % hi FCS
1% P/S

10 mM [3Glycerophosphat
0,2 mMAscorbinsaure
5*10% M Dexamethason

Seahorse Medium XF-Base Medium

0,2 % mg DGlukose
0,5 mMNatriumpyruvat
0,2 mM L-Glutamine

2.1.3 Fluoreszenzantikorper

Tabelle3 Liste der Fluoreszenzantikorper fir Durchflusszytometrie

Antigen (Antikdrper gegen) | Fluoreszenzmarker Hersteller

B220 anti mouse PerCP/Cy5.5 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD11b anti mouse PerCP/Cy5.5 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD31 antimouse APC (Allophycocyanin) | Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD4 anti mouse PerCP/Cy5.5 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD51 antimouse PE (Phycoerythrin Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD8a anti mouse PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
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c-Kit anti mouse PE

Biolegend (San Diego, CA, USA)

Grl anti mouse PE

Biolegend (San Diego, CA, USA)

Lineage cell detection cocktaiBiotin (mouse)

Miltenyi (Bergisch Gladbach, DE)

Nukleinsaure

Propidium lodid

Biolegend (San Diego, CA, USA)

Nukleinsdure DAPI Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Nukleinsdure Helix-NP blue Biolegend (San Diego, CA, USA)
Scal anti mouse APC/Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)

Streptavidin

PerCP/Cy5.% BV711

Biolegend (San Diego, CA, USA)

Ter119 anti mouse PE

Biolegend (San Diego, CA, USA)

2.1.4 Kits

Tabelle4 Liste der verwendeten Kits

MACS Lineage Cell depletion Kit

Miltenyi, Bergisch Gladbach, DE

Power SYBR Green PCR Master Mix

Thermo Fisher SaValtham MA, USA

RNasefree DNase Set

Qiagen, Hilden, DE

RNeasy mini Kit

Qiagen, Hilden, DE

Seahorse XF Cell Mitostress Test Kit

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, US

TagMan Gene Expression Master Mix

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

TRAP Kit

Sigma Aldrich, StLouis, MO, USA

2.1.5 Gebrauchs und Verbrauchsmaterial

Tabelle5 Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Produkt

Firma

Adhesive Covers, PCR compatible

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Deckglaser, quadratisch b@llimeter (mm)

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Deckglaser, quadratisch 18 mm

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Deckglaser, plan geschliffen 24xg#m

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Deckglaser, rund 10 mm Durchmesser

NeoLab, Heidelberg, DE

Deckglaser, rund 18 mm Durchmesser

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

EDTA tubes “Mini Coll

GreinerBio One, Kremsmiunster, AUT

Einfriergefal3eCryoVials 1ml

GreinerBio OneKremsminster, AUT

Einfrier-Container Nalgene Mr. Frosty

Sigma Aldrich, St. Louis, MA, USA

Glasflascher250 ml / 100 ml

Schott Duran, Wertheim, DE

GlasRohrchen mit rundem Boden 5 ml

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

HamozytometermNeubauerkammer 0,1mm

Assistant, Sondheim, DE

16




Haemocytometebright lineReichert

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Histo-EinbettungsKassetten

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Insulinspritzelml

BectonDickinsonand CompanyfFranklin Lakes,
NJ, USA

KanuleBD Eclipse Needle 20G, 23G, 26G

Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes
NJ, USA

konische Zentrifugenréhrchen Cellstar tubes
50 ml /15 ml

GreinerBio One, Solingen, DE

Kulturflasche mit Filter 25 c/# 75 cnt mit

Filter cap(GreinerBio / Falcon)

GreinerBio One, Kremsmiinster, AUT
Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

LinsenReinigungspapier

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Micro Amplification 96well reaction plate

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Micro Amplification optical adhesivéilm

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Mikrozentrifugenréhrchen 1,5 ml

StarLab, Harburg, DE

Multiwellplatten FlachbodeitissueCulture,
Falcon 6 /12 /24 /96 wells

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Objekttrager EngelbrechtEdermiindeDE
Ulti Dent Scientific, St. Laurent, QC, CA
Parafil M Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

PCRstripetubes 0,2 ml, Axygen
PCR Tube 0,2 ml StarLab

Corning Incorporated, Corning, NY, USA
StarLab,Hamburg DE

Pipettenspitzen RNadece
0,2-10pl / 1-100pl/ 2-200ul /2021000

StarLab, Harburg, DE

Polystyrene Round Bottom Tube 5 ml 12x7

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Polystyrene Tube mit Deckel 5ml

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

PorzellanMorser& PorzellanStoRel

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Reaction Plate 38#ell, Life technologies

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

SafelLock Tubes 1,5ml

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Spritze 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 m|

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA
BectonDickinsonand CompanyFranklin Lakes,
NJ, USA

Stabpipetten Cellstar 5 ml, 10 ml, 25 ml

GreinerBio One, Kremsmiunster, AUT

Waagschale85x85mm, antistatisch

Oehmen GmbH

XF cell culture microplate Ttreated

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

Zellschaber 28 cm Grifflange

GreinerBio One, Kremsmiunster, AUT

Zell-Strainer100 pm / 40 pm

GreinerBio One, Kremsmiunster, AUT
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2.1.6 Maschinenund Geréate

Tabelle6 Liste der verwendeten Maschinen und Gerate

Mikroskope / Histologie

MICROM HM360

Thermo FisheryWaltham MA, USA

TissueTek TEC 5

Sakura Finetek Europe, Aalphen aan den Rijn, NL

Fluoreszenz Mikroskop LSM 710

Zeiss, Oberkochen, DE

MikroskopOlympus BX53

Olympus,Waltham MA, USA

Mikroskop-Digitalkamera SC50

Olympus,Waltham MA, USA

Mikroskop-Digitalkamera S80/0.30

Leica microsystems, Wetzlar, DE

Mikroskop Leica DM10000

Leica microsystems, Wetzlar, DE

Mikroskop Leica DM10000 LED

Leica microsystems, Wetzlar, DE

Mikroskop Leica DM IL LED

Leica microsystems, Wetzlar, DE

Mikroskop Leica DM4000B

Leica microsystems, Wetzlar, DE

Mikroskop Olympus CK2

Olympus,Waltham MA, USA

Durchflusszytometrie

BD FACS Aria lll

BectonDickinson and CompFranklin Lakes, NJ, USA

FACS Vantagem Biosafetycabinet

modifiziertvon K. Lennartz

Becton Dickinson and Comp~ranklin Lakes, NJ,
USA (Lennartz et al., 2005)

hamatologischeBurchflusszytometer
ADVIA 120 Hematology Systems

Siemens und Bayer, Minchen und Berlin, DE

hamatologisches Durchflusszytometer
Sysmex XE 2100

Sys me x, Kobe, J PN

Invitrogen Attune NxT

Thermo FisheiWaltham MA, USA

LSR I

Becton, Dickinson aComp Franklin Lakes, NJ, USA

Sony Spectral Cell Analyzer A3800

Sony, Minato, Tokio, JPN

Molekularbiologie

Nano Drop2000 spectrophotometer

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

NanophotometeP330

Implen, Westlake Village, CA, USA

QuantStudio 5 Realime-PCR System

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Thermo Flex Cycler

Analytik Jena, Jena, DE

ThermozyklerT3000, Biometra

Analytik Jena, Jena, DE

ViiA 7 RealTime PCRSystem

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Zentrifugen

TischzentrifugeSprout

Heathrow Scientific, Illinois, USA

Eppendorf 2ntrifuge 5451C

Eppendorf, Hamburg, DE
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Zentrifuge Allegra 6KR

Beckmann Coulter, Brea, CA, USA

Zentrifuge Mikro200R

Hettich ZentrifugenTuttlingen DE

Zentrifuge Rotana 460R

HettichZentrifugen Tuttlingen DE

Zytospin4 Shandon

Marshall ScientificHampton USA

Zytospin 2 Shandon

Marshall ScientificHampton USA

Verschiedenes

Analysewaage ABJ 220NM

Kern & Sohn GmbH, Balingen, DE

ErgoOne Pipetten, variable Volumina

StarLabHamburg DE

Inkubator100 Unimax 1010

Heidolph, Schwabach, DE

Autoflow waterjacked CQ-Incubator
NU-8700E

NuAire, MN, Plymouth

InkubatorHera cell 150

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

InkubatorForma Scientific

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Kryo EinfriergeratNU 2000, NUNC

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

pH-Meter inoLab Cond Level 1

Xylem Inc., Rye Brook, NY, USA

Pipetten, variable Volumina

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipetten, variable Volumina

Thermo Fischer ScWaltham MA, USA

Pipettierhilfe Pip&aus Akku

Hirschmann_aborgerateEberstadtDE

PrazisionswaagéW 420GLNM

Kern & Sohn GmbH, Balingen, DE

Prazisionswaage Preci$600C

Rigal Bennett, Goole, GBR

Schuttelwasserbatulabo SW22

Julabo, Seelbach, DE

Seahorse xFe24 Analyzer

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

Vortex Genius 3

IKA, Staufen DE

Wasserbad IsotenfilO

Thermo Fisher ScWaltham MA, USA

Wasserbad Typ004

Gesellschaft. Labortechnik mbH, Burgwedel, DE

Z?2 Particle Counter and Size Analyzer

Beckmann Coulter, Brea, CA, USA

19




2.1.7 Software
Tabelle7 Liste der verwendeten Software

Software Herausgeber

CellSenseEntry Olympus,Waltham MA, USA

Excel, Word, Power Point Microso| Microsoft, Redmond, WA, USA
Office 365 ProPlus

FlowJo V10 Becton Dickinson and Comgrranklin Lakes, NJ, USA
GraphPad Prism 6 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA
Image J W. RasbandNational Institute of Health, USA
IMARIS Bitplane, Zirich, Schweiz

LeicaApplicationSuite (LAS 4.0) | Leica microsystems, Wetzlar, DE

OsteoMeasure OsteometricsDecatur, GA, USA

QuantStudio Design and Analysis | Thermo Fisher Scientifié¥altham MA, USA
ViiA7 Software Thermo Fisher Scientifiéaltham MA, USA

ZEN ZeissEfficient Navigation Karl ZeissMicroscopyGmbH, Jena, DE

2.2 MAUSLINIEN UND HALTUNG DER MAUSE

Die Mause waren unter pecial pathogen&ee‘ (SPF) Konditionen im Tierlabor des titat de
Recherches Cliniquese Montréal(IRCM) bzw.im Tierlabor des Universitatsklinikums Essen (UK
Essen) im WTZ Forschungsgebaude untergebrachi¥liinster erfolgte die Unterbringung in der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung auf dem Campus desetdiat&linikums Muinster.

Alle Mausexperimente wurden vom EtHilomitee des IRCM nach den Vorschriften des IRCM und

des Canadian Council ofAnimal Care bzw. dem Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRWach dem Deutschen Tierschutzgesetz bewilllig. Versuche am IRCM
wurden im Rahmen dd¥aokolls,, I T -0 1 HPM“ dur ¢ hge f tnd UK Minstéem UK
liefendie Versucheinter derDokumenta G1196/11 und G1438/14.

Um dieAuswirkung verschiedener Expressionslevel des TranskriptionsfaktorguGidtersuchen,
wurden verschiedene Mausmutanten geziichtet. Die Mause wurden im Alter von drei Wochen
anhand des bei Ohrstanzen gewonnenen Matgealstypisiert. Dies wurdéurchMitarbeiter des
zentrale Tierlaboss in Essendurch Mitarbeiter der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung in
Munster bzw. in Montreal durch den Technischen Assistenten Aebeitsgruppe (AG)MOroy,

Mathieu Lapointe durchgefiihrtln Tabelle8 sind alle verwendeten Mausstamuangfgefiihrt. Die
Mausstammewurdenmehrere Jahrauf einem C57BL/6-Hintergrund(s.u) mit Rickkreuzungen
gezichtet. Alle Mausstamme waren vor Beginn der Arbeit im Labor bereits etabliert, die
beschriebenen Methoden zur Modifikation der Genexpression wurden im Rahmen der vorliegenden

Arbeit nicht erneut durchgefuhrt.
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Tabelle8 Liste der verwendetevdaudinien

Mausstamme Referenz

Gfil knockout (KO) (Fraszczak et al., 2018; Karsunky et al., 20Q
GFI136S knockdown (KD) (Fraszczak et al., 2018)

GFI1136S knockin 36SKI) (Khandanpour et al., 2012)

GF1136N knockin (36NKI) (Khandanpour et al., 2012)
NUP98/HOXD13transgen (tg) (Hones et al., 2016)

2.2.1 C57BL/6-Méause= wildtyp (wt) -Mause

Die wt Mausdragenkeine genetischen Veréanderungeomit sie als Kontrolle dienen. Sie wurden
aus dem zentralen Tierlabor am UK Essder Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung des UK
Munster bzw. aus der Animal Facility im IRCM bezogen und stammen aus den The Harlan
Laboratories (Horst, Niederlande).

2.2.2 Gfil-KO-Mause

Durch Manipulatiormuriner embryonaler Stammzellen wurdeeevollstandigeDeletion de<fil-
Gens herbeigefuh{Karsunky et al., 2002Die in Essernverwendeterisfil-KO-Mause warden mit
Mausen gezichtetie aus deAG von Professor Mordy iMontrealbezogen wrdenwaren Die
Gfil-KO-Mause in Minster wiederum wurden mit Embryoffeansfer aus den Mausstammen in
Essen geziichteSamit ist davon auszugehen, dass in Bezug auf die hier relevAsfmktealle
verwendeten Mauseinen vergleichbaregenetischen Hintergrurtthben

2.2.3 GFI1-KI-Mause

Damit homozygote Mause zu 100% huma@€41 exprimierenwurde das murin&fil-Gen gegen
humanes GFI1-Gen mittel homologer Rekombinatiorausgetauschtwie in verschiedenen
Publikationen beschriebevurde(Fiolka et al., 2006; Hones et al., 2016)

2.2.4 GFI1-KD-Méause

Eineflinf- bis 15- prozentige Expression des humar@#il verglichen mit deGFI1-Expression bei
GFI1-KI-Mausen wurde duratiie Bildung hypomorpher Allele erreicht. Dafilir werdésokassetten

in Introns des entsprechenden Gens der embryonalen Stammzellen eingesetzt. Disettkokas
enthalten kryptische Splicing-Stellen, die den normalergplicingVorgang der Messenger
Ribonukleinsaure (MRNAYXes Ziegjens storen So entstehin den sogenannten hypomorphen
Allelen Splicing-Fehler in demRNA fir die Proteinproduktigrdie somit auf 1015 % des tblichen

Niveaus sink{Holzenberger et al., 2000)
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2.2.5 NUP98/HOXD13-Mause

Durch die Expression des Fusionsgans dem humanen Géir Nukleoporin 98 Da (NU88) und
des humaneflomebox D135ens(HOXD13 entwickeln die Mause zunachst ein Krankheitsbild,
das dem menschlichen Myelodysplastisti&yndrom (MDS) entspricht, und im Verlauf bei
exzessiver Blastenproliferation eine AMILin et al., 2005) Der C57BL/6tg (Vavi-
NUP98/HOXD13) G2Apla/J-Stammwurde mit Tieren aus dem Jackson Laiany (Bar Habor,
ME, USA) geziichtet.

2.3 PATIENTENPROBEN

Aus dem im Rahmen notwendiger diagnostischer Punktionen gewonnenen Knochenmark von AML
Patienten wurde nach deren Einverstanénisprechend der Richtlinien der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Essens (#I702; 2018452-f-S) MSPC gewonnen und mittels FACR auf

ihre Gfil-Expression untersucht.

2.4 IN-VIVO EXPERIMENTE

2.4.1 Induktion der Leukéamie

Wie oben beschrieben kamtie Expression vorNUP98/HOXD13lber ein MDS zu einer AML
fuhren, was wir fir ein Mausmodell der AML nutztdgine weitere Option zur Induktion der
Leukdmie stelk die Transplantation genetisch verdnderter Knochenmarkszellen dar.
Knochenmarkszellen von wt Mausen wurden viral mit d@mkofusionsgeMLL-AF9 transduziert
dasResultateiner Translokation(9;11) p(22;23)st. DieseTranslokation kommt gehauft bei AML
Patienternvor und de Transplantation von murinen Zellen mit diesem humanen Onkofusionsgen ist
eine etablierte Methode zur AMInduktion in M&user{Krivtsov et al., 2006)In unserem Modell
wurdedas Greet-luorescence Protein (GFP) lle#ne interne ribosomale Einhgiemeinsam mit

der MLL-AF9 Sequenzodiert Den Méusen die amvorherigen Tag mitl0 Gray (Gy) bestrahlt
worden warenywurden 100 000 GFRransduzierten Zelleim 0,1-0,3ml PBSin eine Schwanzvene
injiziert. Sobald diese priméar transplantierten Mause Zeichen von Leukdmie wie Schwéache und
Hepatosplenomegalie zeigten, wurden sie getdtetui¢hochenmark entnommen. Diétung der
Mause undAufbereitung des Knochenmarkedolgte,wie in Kapitel2.3.2 beschrieben. Die KM
Zellen wurdenanalog zumoben genanntefo.g) ProcedereéMausen, die am Vortag mit Qy
bestrahlt worden wareimtravends transplantiefdach diesem Prinzip wurde in weiteren Mausen
mit leukdmischem Knochenmark von sekundér transplantiertarséméeine AML induziertDie
sekundar und héhergradig transplantierten Mause wurden fur die Versuche vémvehderden

in der vorliegenden Arbeit als leukdmische Mause bezeichnet. Fiodieoligruppe erfolgte die
Transplantatiorvon Knochenmark gesunder Mause desseBenotypsnach der Bestrahlung mit

2 Gy. Alle bestrahlten Mause wurden in Essen ab dem Tag der Bestrahludeeiftivochen, in

22



Montreal abdrei Tagen vor der Bestrahlungrophylaktisch mit Antibiotikaim Trinkwasser

behandelt, um Infektionen durdie Immundefizienzu vermeiden.

2.4.2 Euthanasieund Gewebeaufbereitung

Leukamische Mause wurdéaglich kontrolliert undeuthanasiertwennsie eine Verschlechterung
des Allgemeinzustandes beispielsweise diddiivitatsminderungpder Zeichen einer Leukamie wie
Hepatosplenomegalizeigten Die Euthanasider Mause erfolgte durcKohlenstoffdioxid COy) -
Zufuhr in einer luftdichten Kammer bis zur Bewusstlosigkeit der Miadsnschlie3ender zervikaler
Dislokation. Die Bewusstlosigkeit der Maugurde durch Prufung des Kornealreflexes und des
Zwischenzehenreflexdsestatigt

JedeMaus wurdevor OrganentnahmgewogenZur Organenthahme wurde das Abdomen mit einem
Medianschnitt eroffnet. Die Erdéffnung des Thoraxes erfolgte von dort mittels Durchtrennung des
DiaphragmasDas periphere Blut wurdwit einer 1 ml Spritze und einer 2@&delaus dem Herzen
aspiriert und in EDTAROhrchergesammeltMilz und Leber wurden nach der Entnahme gewogen.
Milz und Knochen mit Knochenmankurden auf Eis in FAC®uffer gelagert und am selben Tag
analysiert. Die weiteren Schritte erfolgtesofernnicht anders angegeben, auf B Milz wurde

zur Zellgewinnungzwischen zwei Objekttragern IRACS-Puffer zerriebendas Gewebealurch
mehrmaliges Aufziehen durch ein@@ Kaniile inFACS-Puffer resuspendierund durch40 pm
Zellsiebe gefiltert

Die langen R6hrenknochen (Humeri, Femora, Tibiae) wurden von Weichggitemigtund die
Epiphysen wurden entfernt, sodass das Knochenmark mit FAGEr mithilfe einer 10 ml Spritze
und einer23G Kanuleausgespilt werden konnteei einigen Mausen wurde das rechte Femur fir
die Histologieoder de Microcomputertomographi@iCT) verwendetDann wurden jeweils nur die
Rohrenknochen der linken Korperhalfte verwendet, um die Gesamtzahl der Knochenzellen
vergleichen zu kdnnerbas herausgespilt&nochenmark wurde mechanisch homogenisiert und
durch einen 40 um Filter gegebdiro Maus wurden hier etwidf bis 10 KM -Zellen gewonnen.

Die gespulterDiaphysen deRoéhrenknochewurden mechanisamit Sté3el undiorserzerkleinert
und zweimal mit HBSSPuffer gewaschenDie Waschlésung wurde durch ein 10f Zellsieb in

ein  50ml Zentrifugenrbhrchen gegeben. Die Knochensplitter wurden in einemml 15
Zentrifugenréhrchen gesammelt und fir eine Stund® mig/ml Kollagenase in HBSSPufferbei

37 Grad CelciusC) inkubiert Die dabei herausgeldsten Zellen wurtenzweimaliger Waschung
mit HBSSPufferdurchein 100 umZellsiebin das 50 ml Zentrifugenréhrchen hinzugegeben. Die so
gewonnenen Knochenzellen wurden bei 2@Erdbeschleunigung (g)nd 4°C fur funf Minuten
(min) zentrifugiert und anschlielRend bei Raumtemperatus fiilm mit 1 ml Ammonium Chloride
Lysing AgentzurLyse delErythrozyten behandelt. DiesBeaktion wurde mit FAC®uffer gestoppt

und die Zellen wurden erneut fir 5 min bei 300 x g zentrifugiert.
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Die Sugensionen der Milzzellen, der Kidellen und der Knochenzellen wurden @is im
Verhaltnis 1:100 in 10 ml Coulter Clenz Cleaning Agent verdiinnt und mit dem Z2 Particle Count
and Size Analyzer gezahlt. War die Maschine nicht verfligbar, wurden die Zellen manhiéfie mit

von Trypanblawndeinem Hamozytometer gezahilt.

2.4.3 Lebendzellzdhlungmit Trypanblau und Hamozytometer

Der FarbstoffTrypanblau farbt Zellen mit defekter Zellmembran, lebende Zellen mit einer intakten
Zellmembran werden nicht gefarbt. Nachdem die Zellsuspension mit Trypanblau vermischt wurde,
wurden 10ul dieser Mischung in ein Hamozytometer gegelizer. Verdiinnungsfaktor (f wurde
anhand der zu erwartenden Zellzahl gewdbitter einan Lichtmikroskop wurdn in 2D-facher
VergroRerungdie Trypanblaunegativen Zellen als lebendgellen gezahlt. Die Zahlflache des
Hamozytometersst in vier groRe Eckquadratmterteilt, unter denen sich jeweils @lider Lésung
befinden. Es wrden die lebenden Zellen in jedditkquadratgezahlt und der Mittelwert (k)
errechnet. Die Konzentration lebender Zellep) (n der Ausgangssuspension kann dann anhand
folgender Formel berechnet werden=Mzq* 10*/ Fy.

2.4.4 Hamogramm, Blutausstrich & Knochenmarkszytologie

Das periphere Bluder Mausewurde mit demDurchflusszytometelADVIA 120 Hematology
Systems(in Montreal) oder denSysmex XE 210(Qin Essen)maschinell analysiertAuerdem
wurden Blutausstriche zur manuellen Differenzierung angefertigt. Fur die Knochenmarkzytologie
wurden 10 Knochenmarkszellen mithilfe d&tospin4 Shandor{in Montreal) oder deZytospin

2 Shandorfin Essenpuf Objekttrager gebracht. Die Knochenmarkszytologie und die Blutausstriche
wurdennachPappenheingefarbt(LullmannRauch & Asan, 2019apafir wurderdie Objekttrager
zunéchst 30 Sekunden in Methanol gehalten und anschli&anaund nochmal3 min mit May
Grunwald Farbeldsungsowie abschliBend 14min in Giemsa StainRITHE-arbeldsungyefarbt.In
Deutschland erfolgte die Farbung der Blutausstriche Zytdspinsnach Pappenheim durch das
hamatmnkologische Speziallabor des Westdeutschen Tumorzenbhmmsier Hamatologie des UK

Miunster.

2.5 DURCHFLUSSZYTOMETRIE UND FLUORESZENZ AKTIVIERTE ZELLSORTIERUNG (FACS)

Die Durchflusszytometrie unterschiedet Zellen anhand ihrer GréR3e, ihrer Granularitéteund
Expression verschiedener Oberflachenantigene beispielsweise deCluster of Differentiation

(CD), die mit spezifischen Antikérpe(AK) markiert werden kénnen. Dies&KAviederrum sind an
unterschiedlicheFluoreszen#arbstoffe gekoppeltim Durchflusszytometer werden dienit
FluoreszenAK markiertenZellen der Zellsuspension ittels hydrodynamischer Fokussierung
einzeln an Laserstrahlen vorbeigeleitet. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Licht spezifischer
Wellenlangeangeegt und emittieren daraufhin Licht in charakteristischen Spektren. Anhand dieser

Lichtsignale wird jeder Zelle zugeordnet, ale Antikrper gebunden haben. Zudem werden aus
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der Lichtstreuung und Lichtbeugung die Granularitat und die GréRe der Zellen abgeleitet. Bei der
Fluoreszenz aktivierten Zellsortierung (FACS) kann man die Zellen anhand dieser Merkmale
entsprechend eines vorher angelegten Gatings sortieren. Beim Gatiteg \@ellpopulationen, die

man sich nach Gré3e, Granularitdit und Antikbrperexpression sortiert anzeigen lassen kann,
zusammengefassDie Sortierung der Zellen beruht auf elektrischer Aufladung der Zellen und
anschlieRender Ablenkung im elektrischen Feld.

Die zu untersuchenderder zu sortierendeziellen (KM-, Milz- und Knochenzellen sowie MSPC

und Leukamiezellen aus der Zellkultwirdenfiir 10 minbei 4°C mit Fc-Block-Losung(s. Tabelle

2) vorbehandelt Es folgte ein Waschschritt mit il FACSPuffer einer funfminitigen
Zentrifugation bei £C und 300 x g. AschlieRendvurden die Zellemit einem Mastermix auden
jeweiligen inTabelke 3aufgefihrterAK in FACSPuffer in einem Gesamtvolumen von80ul fir

10 minbei 4°C gefarbt.Nach einem weiteren Waschsitt wurden die Zellen in FAG8uffer, der

die NukleinsauremarkieingsagenzierDAPI (4,6-Dimanidin-2-phenylindol) oder HelixNP Blue
enthielt, geldst. Anhandieserwar eine Lebend ot-Unterscheidung maoglicllr die Analyse der
Knochenzellen wurde der Linea@®ll-DetectionCocktail mit Biotin im Mastermix verwendet.
Dieser enthielt die Antikdper ARCD11b, AntiCD5, AntiFCD45R, Anti7-4, Anti-Gr-1 (Ly6G/C)

und AntiTerr-11, die alle mit Biotin verbunden sind, statt mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Deshalb
war nach der lkubation und deWaschung ein weiterer Schritt notwendig. Die Zellen mit daran
gebundenen Antikérpern wurdéiir 10 min bei £C in 100 yl FACSPuffer mit 1pl Streptavidin

mit Fluoreszenzfarbstoff inkubiert. Streptavidin bindet spezifisch an Biotin. Auch nach diesem
Schritt erfolgte ein Waschschritt mit Zentrifugation, anschlieRend die oben beschriebene
Resuspension deglkets in FACSPuffer mit einem Nukleinsdumearkierungsagenz.

Die durchflusszytometriscireAnalysen wurdenin Essen am LSR,lin Montrealam SonySpectral

Cell Analyzer A3800 durchgefihrin Minster wurde das Durchflusszytometer Invitrogdtune

NXT verwendet.Fir die Datenanalyse diente die Software Flowdaler Version10.4.2 Die
Zellsortierung mitteld~luoreszenz aktivierter ZellsortierungACS) wurde am IRCM mit dem BD
FACSAria Ill durch Julie Lord oder Eric Massicot@isder Abteilung fir Durchflusszytometria
Munster mit dem BOFACS Aria Il durch Herrn Konig deAG Rosenbaueund in Essen durch
Klaus Lennartz aneinem durch ihn in ein Biosafety Cabinet eingebauteACS Vantage
durchgefuhrt

2.6 ZELLKULTUR

Alle Zellen in Kultur wurdenwenn nicht anders angegebiem Brutschrank bei 37C, 5% CQ, und
90-100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
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2.6.1 Kultivierung primarer muriner mesenchymaler Zellen

Fur die Kultivierungron MSPQGwurden diegesamteellsuspension von Knochenmark ukshochen
c‘ulZ enlr lek u IfTiéamdeie T@5 je rabheZallzahb)it 10 mIMedium aus

dem MesenCult Expansion Kilouse durch alle zwei Tage stattfindenddadiumwechsel von

in, tissue

nicht adharenten Zellen (v.a. hdmatopoetischen Zellen) beéMiagih etwa einer Wochearen die

Zellen morphologisch ausreichend rein (>95% adhérente spindelférmige Zellen) und wurden fur die

Experimente verwendet. Die Charakteristika der Mause, aus denen erfolgreich Zelllinien angeziichtet

wurden, sind inTabelle 9 aufgefiihrt Mausnummer, Genotyp, Leukamfiatus (inklusive

Transplantation), Alter in Tagen (d) bei Euthanasie und mamdigil) oder weiblicles (W)

Geschlecht

Tabelle9 Mause, aus deren Knochenmarknpére Stromazeth stammen

Mausnummer | Genotyp MLL-AF9trans. | leukamisch | Alter (d) | Geschlecht
M111478 Wit - - 43 M
M111066 Wit - - 46 M
M111067 Wit - - 47 M
KP10635 Gfi1l-KO - - 99 M
M103541 Gfi1l-KO - - 290 M
M110943 Gfi1l-KO - - 46 M
KP9111 NUP9&HOXD13| - + 371 W
KP9128 NUP9&HOXD13]| - + 370 W
KP9429 NUP9&HODX13 | - + 324 W
KP11215 Wit + + 79 W
M111080 Wit + + 101 W

Nach Erreicherder Reinheit von mindestens 95 % spindelférmigen Zellen

und ausreichender

Konfluenz von mindestens 70 % der Flaclarden de Stromazellen in IMDMmit 10% Fetalgro

und 5% HorseSerum kutiviert und zweimal wochentlichesplittet Hierfiir erfolgte die hkubation

in 3-5 ml Trypsiniber5 min, dann wurde die Reaktion durch Zugabe des Mediums gestoppt.

Teilweise war eine zusatzliche mechanische Abldsung der Zellen mit einem Zellschaber notwendig.

Die Zellen wurden zentrifugierbei 300 xg, das Palletie nach Grof3dn 2-5 ml Medium

aufgenommen und je nach Konfluenz detheiggen Kultur wurde;L bislioder Zellsuspension in

10ml Mediumin T75 Zellkulturflaschen ausgét. Bei niedriger Konfluenz erfolgte anstelle des

Splittens der Austausch des halben Mediums.

2.6.2 Osteogener DifferenzierungsAssay

Um das Potenzial der murinen MSPC fir eine Differenzierung in Osteoblasten zu testencaurden
aus ges%hFCosd% P/$ n

250 MSPC cn¥ in 6-eroder 24erWe 1 1 pl at t en
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kultiviert. Bei 50-60% Konfluenz wurde das Medium aspiriert und durch
Osteodifferenzierungsmediurfsiehe [s.] Tabelle 2 Liste der selbst angesetateLésungen und
Medien ersetzt. UnteiVechseldes Mediumsalle drei bis vier Tagewurden die MSPC Uber drei
Wochen in dem osteogenen Differenzierungsmedium inkubiert.

Nach den drei Wochen wurde das Medium aspiriert und die Wells mit CalainoinMagnesium

freien PBS vorsichtig ausgewaschBme Zellen wurden mit 99 Ethanol fir 30 min fixiert. Nach
Entfernung des Ethanols wurden die Wells mit destilliertem Wasser ausgewaschen und die Zellen
fur 15 min mit gefilterter einprozentiger AlizarinkBirbeldosung im Dunkel inkubiert.
AnschlieRend wurddie Farbeldsung aspiriert und viernmait destilliertem Wasseausgewaschen.

Die Farbung der Zellen wurde unter dem MikroskOfympus CK2in 100 bis 200facher
VergroRerunganalysiert undmit der Software Leic&Application Suite (LAS 4.0)fotogrdiert.
Alizarinrot reagiert mit Calcium, das in der von reifen Osteoblasten produzierten Knochenmatrix

vorkommt.Das entstehende Salz hat eifegelrote FarbéPuchtler et al., 1969; Silva et al., 2005)

2.6.3 Adipogener Differenzierungsassay

Fur den adipogenebifferenzierungsassay wurden*MSPC pro crin 6er oder 12er Wellplatten
auplattiert. Bei ca. 70% Konfluenz wurde die adipogene Differenzierung dutlels adipogene
Differenzierungsmedium(s. Tabelle 2 Liste der selbst angesetzteLésungen und Medign
eingeleitet. Als Kontrolle dientea MSPC, die unter gleichen Bedingungen in StemXVivo
OsteogenitAdipogenic Base Medium ohne adipoger&sgplement kultiviert wurderlUber die
Kulturzeit von dreWochenerfolgte jeweilzweimal wochentliclkein MediumWechsé An Tag 21
wurden dieFettvakuolen derusdifferenzierterAdipozyten mit Oil Red Qeinem Lysochrom,
angefarbt. Daflr wurden die Zellen zunéchst flirng@ mit 10% Formalin fixiert. Nach einem
Waschschritt mit deionisiertem Wasser folgte die Inkubation mit 60% Isopropanol. Die 0,5
prozentige OHRed O Losung in Isopropanol wurde kurz vor der Verwendung in einem drei zu zwei
Verhéltnis nit deionisiertem Wasser verdinnt. Mit dieser Losung erfolgte nach Absaugen des
Isopropanols die Farbung der Adipozyten Bumin. AnschlieBend wurde die GRedLésung mit
Wasser abgespllt. Die Farbung wuatwlog zum osteogenen Differenzierungsassagr dem

Mikroskop Olympus CK2 analysiert und fotografiert

2.6.4 Isolation von LineagenegativenKM -Zellen (Lin - KM)

Als Kontrolle fur die Kokultur mit leukdmischen Zellen wurden Lineage negétinve) KM-Zellen
bendtigt.Mittels magnetischer Separation wurdem Zellenunter Verwendung des MACS Lineage
Cell Depletion Kits aus dem Knochenmark isoliert. Dafiir waordke KM-Zellen wie oben
beschrieben aus den langen Réhrenknochen gewonrein 50ml Zentrifugenréhrchen gefillind
fir 5 minbei 300 gund 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellgt i
ml FACSPuffer gel6st, unmit 100 pl diegr Zellsuspension in einer 1:100 VerdinnumgZ2

Coulter Particle Counter and Size Analyzer die Zellzahl zu bestimmen. Die Zellen wurden erneut
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zentrifugiert und das Pellet in 40 FACS-Puffer pro 10 Zellen gelost. Diese Zellsuspension wurde

mit 10 1 -LineageBiotin-Antikorperpro 10 Zellen fur 11 min bei 4°C inkubierAnschlieRend

wurden 20 pl FACSPuffer pro 10 Zellen und 2Qu 1 -Bietin-MicroBeas pro 10 Zellen
hinzugegeben. Es folgten weitere 15 min InkubationsadiEis Nad einer Waschung mit 2%l
FACS-Puffer wurden die Zellen b&00x g und 4°C zentrifugiert der Uberstand entfernind das
Zellpellet in 500ul MACS-Puffer geldstDie Separationssaule MSlumnMiltenyi wurden in dem
magnetischen Feld dddACS-Separatorglatziert und mit einem 3Qm PreSepration Filter
bestiickt. Nach Vorspulater Saulenit 500l MACS-Puffer wurde die Zellsuspension auf die Saule
gegeben. Der Durchfluss wurde in einennil&Zentrifugenréhrchen aufgefangetas in Eis stand

Die Uber den LirageBiotin-Antikdrper wnd die daran bindenden MicroBesadnagnetisch
markierten Lineage positiven Zellen blieben in der Saule haften, sodass die aufgefangene Suspension
die Lin~ Zellen entfelt. Um die finale Zellzahl zu erh6hewurdedas 50ml Zentrifugenréhrchen

mit 1,5mlI MACS-Puffer gespilt und dies in Portionen von je fi08benfalls durch die Sauie auf

Eis stehend&entrifugenréhrchegegeben.

Die erhaltenen LinKM-Zellen eignen sich gut als Kontrolle fiir leukamische Blasten, weil sie statt

der gesamten heterogenen Gruppe von Knochenmarkszellen in gesunden Mausen nur die HSPC

umfassen, die keine Oberflichenmarker einer bestimmten hamatopoetischen Zelllinie exprimiere

2.6.5 Kultivierung leuk&mischer und gesundermuriner Knochenmarkszellen

Um den Einfluss von leuk&mischen Zellen auf MPSC isoliert zu untersuchen, wurden MPSC mit der
retroviral mit pLEGFP transduziertemurinen AML-Zelllinie C1498GFP+(Boyer et al., 1995)der

mit primaren Knochenmarkszellen von leuk&miscloeler gesundemMausenkokultiviert. Die

C1498 GFP+ Zellendie wir freundlicherweise von Dr. Justin Kline aus Chicago erhieltargen

in RPMI 1640 mit 180 FCS und 26 P/S kultiviert und durch zweimal wochentliches Splitting
wurde die Zelldichte zwischen 3*i@ind 2*1C Zellen/ ml gehalten.Die primarenKM-Zellen
leukamischer Mause und die LiKM Zellen gesunder Mause wurdenlMDM mit 20% hiFCS
supplementiert mitOng /ml IL-6, 10ng/ml IL-3, 20ng/ml SCFkultiviert.

2.6.6 Kokultur von MSPC und leukdmischen KM-Zellen bzw. Lin" KM -Zellen

Fur die KokulturExperimente wurdesa 3x1( murine MSPC in T75-laschen ausgeséat und mit
IMDM - mit 20% hiFCS und 26 P/S versorgt. Sobald sie eine B®prozentige Konfluenz erreicht
hattenwurde das Medium aspirianhd Lirf KM Zellen gesundeMéauseoder unsortierte KiWZellen
leukamische Mause wurden in IMDM20 % hiFCS supplementiert mjg 10 ng /ml IL6 und IL-3
sowie20ng/ml SCFauf die MSPC gegeben. Es erfolgte der Wechsel des Mediums mindestens alle
drei Tage, auch um die Leukamiezellzahl moglichgischen1x1® und 1x16 Zellen pro ml zu

halten Fur die Analyse wurden die suspendierten Zellen aspiriert unaidtié&enten Zellen nach

5 min Inkubation mit TrypLE oder TrypsinEDTA durch Auswaschen der Flasche und teilweise unter
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Gebrauch des Zellschabers abgeldst. Anschliel3end erfolgte eine Trennung oder Unterscheidung der

MSPC von den KMZellen mittelsDurchflusszytometrie

2.6.7 Kryokonservierung primarer und kultivierter Zellen

Die Kryokonservierung von Primérzellen und Haikn erfolgte in Einfriermedium. Dieses bestand
zu 50% aus hiFCS/ Fetalgro, zu 40 aus demjeweiligen Basismedium und zu %0 aus
Dimethylsulfoxid (DMSO). Die Zellen wurden nach der Zahlung durch Zentrifugation mit 300 x g
von ihrem bsherigen Medium getrennt. Das It wurde in 500 pl pro 5*10- 10’ Zellen
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 500 ul Portionen auf CryoVials verteilt. Es wurden
500l hiFCS / Fetalgro mit 28 DMSO zugegeben. Hiernach war eine rasche Kihlung der Zellen
erforderlich. Die Zellen wurden in einem Einfri€ontainerbei-80 °C fir mindesten24 Stunden
eingefroren. Die Boxen saen fir eine langsame kontinuierliche Temperaturabsenkung, um
Zellschaden durch Auskristallisierung zu vermeidéknschlielend wurden die Zellen in
Flussigstickstoff Gberfthrt.

Beim Auftauen wurden die Zellen sehr rasch vom Einfriermedium getrennt, sobald der
Aggregatzustand der Suspension flusgigde Dafir wurden 50 ml Zentrifugenrohrchen mit 10 ml
des fur die Zelle tblichefhiFCSenthaltendenMedium gefilltund auf Eis gestellt. Die Cryals
wurden zum Auftauen irin 37 °C warme Wasserbad gehalteS8obald dieZellsuspension flissig
war, wurde diese in die oben beschriebenen Zentrifugenréhrchen tbdr&it800 x g und 4C
zentrifugiertunddas Palletim entsprechenden Mediukultiviert (s.o0.)

2.7 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.7.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion vonRibonukleinsaureRNA) aus den MPSE10*-5x10° Zellen) erfolgte mit dem
RNeasy mini Kit nach Anweisungen des Herstellers. Diese Extraktionsmethode beruht auf einer
Kombination der GuaniditsothiocyanateLyse und der Kieselgélembranpurifikation Aufgrund

der meist geringen Zellausbeute wurde die RNA immer aus allen verfigbaren Zellen isoliert, die
Zellzahl in den Ansétzen viaerte folglich.

Zunachst erfolgt diemechanische und chemische Lyse der Zeatiétels Aspiration durcheine23G
Kandle in 350 pl RLT-Puffer mit 1% [3-Mercaptoethanol. RL-Puffer enthéltauch Guanidin
Isothiocyanate. Sowohl dieses als auch dasidécaptopurin fihrten zur Denaturierungdun
Inaktivierung vonRNasen. @nn erfolge die Losung in350 pl 100% Ethanol.Die Losurg wurde

in die Saulen mit Kieselgelmembran gegeben und die RBiAd Bpezifisch an die Membran.
Hiernach erfolgte die erste Zentrifugation mit >8000 g.

Der Waschpuffer RW1, von dem zweimal 350 pl auf die Sdulen gegeben enti@gene mit seinen
GuanidinSalzen Biomolekiile wie Proteine, Fettsauren und Kohlenhydrate, die im Gegensatz zur

RNA nicht spezifisch an die Kieselgelmembtzinden Auch ein Grof3teil der DNA wde durch
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die Kieselgelmembran entfermurch 15-mindtige Inkubaion mit 10 pl DNase(25 Kunitz Units)

in 70pul RDD-Puffer zwischen den beiden Waschschritten mit deWl-Puffer wurde die RNA
weitergehendon DNA-Resten bereinigAnschlielendeinigten zwei Zentrifugationsschritte mit je
500 pl desWaschpuffes RPE die Membran vorSalzn aus den zuvor angewendeten Puffern.
SchlieBlich vurde die hydrophile RNA miB0-50 pl RNase freiem Wasser aus der Membran in ein
EppendorfRéhrchen gesptil

2.7.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren

Konzentration und Reinheit der RNRroben wurderbestmmt, indem 1ul der RNALAsungim
UV-Bereich bei 260 und280 Nanometer (nm)spektralphotometrisch gemessen wird. Der
AbsarptionsquotientAzso/Azgo sdlte flir RNA bei> 2liegen, damit die Probe als rein angesehen
werden kann. Liegt deAasdAzso Quotient eher bei 1,8, ist eine Verunreinigung mit DNA
wahrscheinlichDer A23dAzee Quotient sollte zwischen 2,0 und 2,2 liegébweichungen zeigen

eine Verunreinigung mit niciYlukleinsaureran.

2.7.3 RT-PCR (Real time Polymerasekttenreaktion)

Fur die Polymeraseittenreaktion(polymerase chain reaction (engt.)PCR) musde die RNA
zunachst inamplementaryDNA (cDNA) umgeschrieben werden. DaaurdenProdukte der Marke
molecular biology von Thermé&isher Scientific verwendet. Ein Mastermix aus je 1 pl
Desoxyribunucleosidtriphosphat¢dNTPs), OligedT-Primer undEDTA wurde zu jeder mRNA
Probegegeben und fiir 10 min bei 65°C inkubiert. Qikgo-dT-Primer bestehen nur aus Thymin
Basen und binden an die PalglenosinEnden der mRNAVolekile Siedienen unabhangig von
der Gensequenz jeder mRNA als Primer. Anschlie3end wigdenProbe 2 pDithiothreitol (DTT,

ein Enzymstabilisator)1 pl RNase Out (ein RNadehibitor) und 1 pl SuperScript Il Reverse
Trarskriptase zugefligtlas Probenvolumemit RNasefreiem Wasser auf 35 pl erweitarhd die
Probeim Thermozykler fir 10 min bei 25°C, fur 1 Stunde bei 42°C und fir 15 min bei 70°C
inkubiert. Hierbei erfolgte die Produktion der cDNA durchideverse Transkriptase mit den dNTPs
vom Oligo-dT-Primer ausDie eigentlichequantitativeReatTime PCR(gRT-PCR)beruht auf einer
sich wiederholenden Vervielfaltigung bestimmt@bschnitte der cDNA, wobei sich in jeder
Reaktionsrunde die Menge d#DNA verdoppelt. Durch einen Fluoreszemaker wird festgehalten,

ab welchem Reaktionszyklus eibestimmte cDNASequenzetektierbar istDie TagManPrimer

sind sequenzspezifische Oligonukleotidemit zwei Fluoreszenzfarbstoffen gekopssitd einem
Quencherund einem Reprterfarbstoff Bi ndet die Sonde an i hre Ziels:
3 -Exonukleaseaktivitdt der DN/Rolymerase hydrolysiert. Reporter und Quencher werden
raumlichgetrennt und die Fluoreszenzintensitat Beporterssteigt (Huggett et al., 2005; Nolan et
al., 2006) Die SYBRGreenMethode hingegen beruht auf einer unspezifischen Bindiewyy
Fluoreszenzmarker§SYBR-Green | an neusynthetisierteDoppelstrangDNA. Hierfir werden

spezifische Primdiiir die ZielSequenzendrgestelltan denen die im SYBBreenMix enthaltene
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DNA-Polymerase die komplementare DMAnthese beginnEYBR-Greenl bindet an die in dieser
Reaktion synthetisiert®oppelstrangDNA, wobei sich seine Fluoreszenz vervielfackd mehr
PCRZzyklen gebraucht werden, um ein gewisse FlszgrzSchwelle (Threshold) zu erreichen,
desto hoher ist der von der P@Raschine ermittelte GWert (, Thresholdcycle*-Wert). Mit der

22 A ©Methodekann anhand dieser Werte die relative Expressionssiaéri@enein Bezug auf ein
Referenzgelthier Gapdh, das in allen Zelleéhnlich starlexprimiert wird,verglichen werden.

Sowohl fur die RFPCR mit SYBRGreen als auch fur die Mett® mit TagMan wurdeunachst
entsprechend der Tabelle 11 der jeweilige Mastisrhergestelltund zu der vorgelegten cDNA in

die PCRPIlatte gegeben. Die verwendeten Pribber. Gene Assays sifichbelle1l0 zu entnehmen

Die Primer fureine RTPCR mit derSYBRGreenMethodesind mit reverse(r) und forward (f)
gekennzeichnetach kurzer Agitation zum Vermischen dBeagenziewurde die Platte fils min

bei 1000 x g zentrifugiert, um sicherzugehen, dass die gesamte FlissigkeitemmeBgelen der
Wells gesammelt wabie PCRZyklen und die Messungen liefen ViiA 7 RealTime PCR System
(SYBRGreen) bzw. im QuantStudio 5 Reédme-PCRSystem (TagMan) nach den
Standardeinstellungen der Geréateund dieAuswertungerfolgte mit der ViiA7 Software bzw. der
QuantStudio Design and Analy$Seftware

Mit der oben erwahnten’2* “-Methode wurde dann die relative Genexpression in den verschiedenen
Proben berechneZunéchst wurde fiir jedes Gen jeder Probe die Differenz deweéte des
interessierenden Gens und des Refefgeas ermittelt, dr A C ‘Wert AnschlieRend wurdé&ir
jedes interessierende Génnr AMWe Tt einer Re f e-Wernderpnteressierenden m ACT
Probe subtrahiert,-Wevotduerc hi enlatdVertdBiide insAdierEarmel C T
24 A Cgingesetzt, deren Ergebnis einen relativen VergleiclksdarAmplifikation erlaubt.

Tabellel0 Primer-SequenzenY®8Rsreen /Gene Assaezeichnungen TagMan

Primer fur das Gen SequenZIDT technologies, DNA oligos Name TagMan
fur SYBRGreen)

murineBglap f: GCG CTC TGT CTC TCT GACCT MmO03410826_mH
rrACCTTATTGCCCTCCTGCTT

murineGapdh f: ACT GAG CAA GAG AGG CCCTA MmO03302249 g1
r: TAT GGG GGT CTG GGA TGG AA

murineGfil MmO00515853 m1

murineRunx2 f: TAA AGT GAC AGT GGA CGG TCC C | Mm00501584_m1
r: TGC GCC CTA AAT CAC TGA GG

murineSppl MmO00436767m1
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https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm00501584_m1?CID=&ICID=&subtype=

Tabellel1 ProtokollgRT-PCR

Assay SYBRGreen TagMan
Well-Plate 96 384 96 384
Assay mix 7u 4ul 10 pl 5ul

Power SYBRGreen Master Mix
TagMan Gene Expression Master Mi

Primer 2ul lul 1l 0,5 ul
cDNA 5ul 2ul 2ul 1l
Wasser 0 1l 7 ul 3,5ul

2.8 ANALYSE DES MITOCHONDRIALE N STOFFWECHSEL S

Die Messung des Sauerstoffverbrauches im Medium lasst auf die Funktion von Mitochondrien,
genauer auf die mitochondriale Atmung schlieBen. Duafiinde derSeahorseExtracellular Flux
Analyzer und das Seahorse XF QditostressTest Kit nach dem Protokoll des Anbietgenutzt

Die MPSC wurdenin Duplikaten bis Quadruplikatein den 24Well-Platten de Anbieters
ausplattiert und am Folgetag bei etwa9l% Konfluenzn 525ul Seahorse Mediurgs. Tabelle2)

pro Wellbei pH 7,4 und 37C unter Raumluft kultiviertDer Seahors&insatz(Cartridgg, der tber
Nacht mit Kalibrierungd.6sung bei 37C unter Raumluft inkubiert worden war, wuraeit
Oligomycin,Carbonylcyanied-phenylhydrazofFCCP)und Roteon / Actinomycin A beftillt.

Der Extrazellularflusshnalysator Selaorse XFe 24 wurde mit der Cadge und der die MSPC
tragenden Wellplatte beladenu@achstwurde die Sauerstoffkonzentratiomm extrazellularen
Medium gemessenind daran der Sauerstoffverbrauch der Zellen berechnsthlieRend wurden
nacheinandedie Komponenten zugefiihrt, die die mitochondriale Atmung verandern und der
Sauerstoffverbrauch wurden Anschluss an jede Zufihrurig drei Wiederholungergemessen.
Zunachst erfolgt die Gabe v@s ul 1 uM Oligomycin, welches die ATfSynthasdlockt und somit

die mitochondriale Atmung ausschaltejemessen wurde der Sauerstoffverbrauch durch das
Protonenleck, den ATP-Synthaseaunabhéngigen  Protonenfluss  Uber die innere
Mitochondrienmembran. Im nachsten Schritt ward&pl 1 uM FCCPhinzugefiigt. FCCP ist ein
Entkoppler der Atmungskette. Protonemurden Uber die innere Mitochondrienmembran
transportiert und der Sauerstoffverbraustieg durch den kompensatorischen Anstieg des
Elektronenflusses zur Aufrechterhaltung des Membranpotenzials. Dies simuliert die Reaktion der
Mitochondrien auf erhohten ATBedarf und dient der Bestimmungd e r Maxijalen
respiratorische Reservekapazitét der Mitochondrien. Zum Schluss wurdéfbpul 0,5 pM
Actinomycin A und Rotenon appliziert. Hierdurch wurden Komplex Il und | der Atmungskette
gehemmt, also die mitochondealAtmungskette und der dazu notwendige Sauerstoffverbrauch
gestoppt. Die nichmitochondriale Zellaamung wurde gemessenDie Auswertung des
mitochondrialen Sauerstoffverbrauches unter verschiedenen Bedingungen @fodiiteiiber die

Mittelwerte der dreifachen Messungen.
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2.9 |MMUNFLUORESZENZ ZUM NACHWEIS VON TH2AX

Die frihe Antwort auf Schadigung der DNArde MP S C  w u r -H2AX-imimunflusobeszenzy
Farbung bestimmtBeim Auftreten vonDNA-Doppelstrangbliche(DDSB) wird ein Subtyp des
Histon 2A, H2AX, durch eine PIXinasean Serinl39in der Region des DDSB phosphoryliert
(yH2 AX = phos p lRogakou etalr, 19983DasHlizm der Rekrutierung von DNA
ReparatuProteinenwie 53RBP1 und MRE11. Das Protein 53RBP1 spielt eine Rolle beim Non
Homologous End Joining, wohingegen MRE11 an der Initiierung der homologen Rekombination
beteiligtist. Nach erfolgreicherDNRe par at ur wird das yH2AX dephosrt
zum H2AX (Chowdhury et al., 2005; Paull et al., 2000)as phosphorylierte Histon kann in
permeabilisierten Zellen mit einem Fluoreszenzantikdrper sichtbar gemacht waieldriessung

v o n vy HAciAiber einen Zeitverlauf ist daher eine verbreitete Methode zur Quantifizierung von
DDSB und deren Reparatur

1,5*1C Zellen wurden tber Nacht auf zuvor mit Ethanol und-Ught sterilisierten 12x12 mm
Deckglasern in @Vell-Platten kultiviert. Am Folgetadpei etwa 5660% Konfluenzwurden die
Platten mit 2 Gy bestrahlum DNA-Schaden hervorzurufeie unbestrahlte Kontrolle wurde
ebenfalls mit in den Raum der Bestrahlungsmaschine genommen. Nach der Bestrahlung wurden die
Zellen zuriick in dernkubatorgelegt. 30min, 60 min und 120min nachder Bestrahlung wurde
jeweils ein Set mit 4 % Paraformaldehyd (BRAPBS fir 15min fixiert. Die Permeabilisierung
erfolgte mit 50mM NH4CI fir 10 min und IFPuffer fur weitere 10 min bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurden die Zellen mit AF488 anti2AX-Antikdrper 1:200 im IFPuffer fur eine
Stunde inkubigr Nach dem Waschen mit PBS und dem Trockenen wurden die gefarbten Deckglaser
mit DAPI-haltigem MountingMedium auf Objekttrager gebracltiDie Praparatevurden mit dem
Mikroskop LSM 710in 400-facher VergroRerunop Form von ZStacks mehrschichtig fotografiert

und diey-H2AX-Fociund mit der Software IMARIS ausgezahlt.

2.10 KNOCHEN-HISTOMORPHOMETRIE

2.10.1 Knochenhistologie- Paraffin-Einbettung

Das rechte Femur wurde grob von weichem GeweigeMuskeln gereinigt und 24 Stunden in
gepuffertem vigorozentigem Formaldehyd fixiert und anschlieémdEDTA Uber zwei Tage
dekalzifiziert. Die dekalzifizierten Knochen wurden mit einem Skalpell in der Mitte der Diaphyse
durchgeschnitten, um die Knochen fir die Anfertigung von Querschnitten aufrecht in die Kassetten
einzubettenDie Einbettung, das Anfertigen depb diinnen Schnitte sowie die Farbung Mi®

undHE erfolgten durch Mitarbeiterinnen des Gerh@amagkInstitutes fir Pathologie in Minster.
Ulrike Kelp der AG Tuckermann am litsit fir molekulae Endokrinologie der Tieren Ulm
markierte auf einigen der Schnitte die Osteoklasten mit einer Tambsitgant AcidPhosphatase
(TRAP)-Farbung.
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Bei der Auswertung amMikroskop Olympus BX53 wurden die Osteozytenkerne, die
Knochenmarkinseln und die Gefafde im kortikalen Knochen pro Knochenanschnitt unter Benutzung
des 40xObjektives in den M@efarbten Querschnitten gezéhDie TRAPRSchnitte wurden
ebenfalls unter dem 46RQbjektiv ausgewertetMit dem 10x Objektiv wurden Fotos von den
Praparaten angefertigt, anhand deneit der Software Image J die Flachen des gesamten
Knochenanschnittes und des Markraumes sowie die Pordsifatsen (Flachen ohne

Knochengewebe innerhalb des kortikalen Knosh@usgemessavurden

2.10.2 Knochenhistologie— Calcein-Farbung und MMA -Einbettung

Bei der Knochenbildung wircCalcium in den Knochen eingpaut Dies kann mit dem Chelator
Calcein sichtbar gemacht werden, der den Mausen im Abstandsedms Tagen zweimal
intraperitoneal injiziert wurdeNlachKomplexbildungmit freiemCalcium wurdeer in neu gebildete
Knochenmatrixmiteingebaut(Rahn & Perren, 1970JUm die KnochenbildungsratéBFR, bone
formation rate)anhand der Ablagerung von Calc&alcium-Komplexen nachweisen zu kdnnen,
durfte der Knochen nicht dekalzifiziert werden. Dagnnoch Schnittengefertigt werdekonnten
musse der Knochenin hartem Materialvie polymerisiertem Methylmethacrylat (MMA&ingebettet
werden.

Auch hier wurde das rechte Femur verwendeDas Skelett wurde bis auf die zur
durchflusszytometrischen Analysatnommene linksseitigen Rohrenknochen (s.0.) mit teils noch
anliegender Mskulatur ber Nacht in Phosphat gepuffertem zehnprozentigem Formalin fixiert.
Diese Vorgehensweise ermoglichte zum einen die Nutzung der Wirbelkérper fiir Ubungsschnitte und
zum anderen eine schonende Weise, das Femur aus dem Huftgelenk zu 16sen. Am Folgetag wurde
das fixierte Gewebe in 7rozentigerEthanol Gberfiihrt. DiEemora wurden nach Einschneiden der
Huftmuskulatur unter Drehbewegungen aus der Gelenkpfanne gel6st und anschlieZend mechanisch
von Weichgewebe gereinigBie wurden bei £C in Ethanol mit ansteigender HKpentration
dehydriert: zunéchst jeweild4 Stunden in 8% Ethanol und in96 % Ethanol, zweimakwolf
Stunden und einmal 24 Stunden in 20Ethanol. AnschlieRend wurden die Knochen zweimal fur

24 Stunden mit MMAInfiltrationslosung(s. Tabelle 2jurchsetzt. Die infiltrierten Femora wurden
aufrecht in ein 3nl fassendesschmalesGlasrohrchen getellt und mit MMAEinbettldsung

(s. Tabelle 2)ibergossen. Sobald das MMA auspolymerisiert war, wurde das Glas zerschlagen und
die Plastikblocke wurden herausgeldst. Die Blocke wukaegrDr. Timur Yorgan der AG Schinke

am Institut fir Osteologie und BiomechaimkHamburgin 12 pum dicke Praparate geschnitten. Fur

die Auswertung wurde die Software Osteomeasure genutzt. Bei Anregung mit Licht der Wellenlange
um 494 nm (Absorptionsmaximum) unteéem Fluoreszenzmikroskop emittiert der Calcein
Calcium-Komplex Licht mit einem Emissionsmaximum bei 517 nm. Die griin fluoreszierenden

Linien wurden nachgezeichnet ebenso wie die Begrenzungen des kortikalen Knochens. Die Software
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berechnatdie BFRaus der Knochenoberflache, auf der neuer Knochen gebildet wurde, und aus dem

Abstand zwischen den beiden Calekinien im Verhéaltnis zur Gesamtflache des Knochens.

2.11 MICRO-COMPUTERTOMOGRAPHIE (uCT) MURINER FEMORA

Auch hier wurde das Femur noch im Gelenk belassen und mit einem Grof3teil des
Bewegungsapparatdar 24 Stunden in zehnprozentigem Formalin fixiert und irte/ &thanol
Uberfuhrt. Das Lésen des Femurs aus dem Gelenk erfolgte analog sugdéorgehenDas Femur
wurde in 70% Ethanol in EppendoiTubes aufbewahrbie uCT wurde von Dr. Y Xiao am Center

for Bone andPeriodontaResearch der McGill University mit dem SykScan 1172 durchgefuhrt.

2.12 AUSWERTUNG: STATISTIK UND DARSTELLUNG

Fur die statistische und graphische Auswertung wubidinosoft Excel und Graph PadPrism6
verwendet. Zundchst wurdmterBerlucksichtigunglesD” Agostino und Pearson 1
eine Normalverteilung vorlagedoch wurdelie endgultige Entscheidungter den Gesichtspunkten
des optischen Eindruckebei graphischer Darstellung der Einzelresultatel der Anzahl der
Replikategetroffen. Waren die Merkmale normalverteilt, wurden die einEa¢arianzanalyseind

als posthocTest der TukeyTest angeweret. Lag keine Normalverteilung vowurden stattdessen
der KruskalWallis-Test anschlieBend der DusBonferroniTest verwendetFir den Vergleich
zwischen zwelGruppeawu r d e n  d e r-TeSt bai nbkmalverteiten Werten und der Mann
Withney-Test bei fehlender Normalverteilung eingesefais der graphischen Darstellung sind
entsprechenittelwert und Standardabweichung odéedian und Interquartilsabstand abzulesen.
Das Uberleben der Mause nach Traasfation wurde in KaplaMayerKurven dargestellt und das
Signifikanzniveau mit dem LoRank-TestberechnetEine Zuordnung der verwendeten Tests zu den
jeweiligen Daten ist inTabelle 14 Liste der verwendeten statistischen Tests Anhang
zusammengefasdn-vitro-Experimente undiuswertungen der histologischen Schnitte wurden in
Triplikaten bis Quintuplikatermusgewertetwobei die Datenanalyse mit dem Mittelwert flr jedes
biologische Replikat erfolgte.

Die statistischen Signifikanzniveaeastsprechert p=0,01-0,05; ** p=0,0010,0099 *** p<0,001.
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3 ERGEBNISSE

3.1 INVITRO-EXPERIMENTE

3.1.1 Vorausgehende Daten

Die Projektidee fur die vorliegende Doktorarbeit beruht auf den in AbscBuditl vorgestellten
Daten, die von Dr. Yahya AWatary erhoben wurdefY. S. A. Al-Matary, 2018) Eine erneute
Auswertung erfolgte durch mich.

Wie oben beschriebemurdeeine erh6hté&sFI1-RNA Expressiorin murinen und humanen MSPC
nach Kontakt zu MyelomzellegesehenD’* S o u z a201#)tUm zu erfahren, ob di&FI1-
Expressiorauchin der Stammzellnische von AMBatienten verandert ist, wurde di11-RNA
Expression vorimmortalisierten humanemesenchymalen Stammnd ProgenitorzellenMSPC)
aus Knochenmarkspunktionen von Patiemaoh durchflusszytometrischer Zellsortierungtels
gRT-PCR untersuchtn den AML-assoziierten MSP€eigte sich eindreifacherhthte Expression
von GFI1 im Vergleich zu M®C von Patientermit diffus-gro3zelligem BZell-Lymphom ohne
Knochenmarksbefallctrl, p=0,@4). Die Daten sindn relativen Werten zulem Duchschnittder
Kontrolle, deraufeins gesetzt wurdelargestell{Abbildung 1 A)

Zur funktionellen Uberpriifung ob der Transkriptionsfaktor Gfil in MSPC die
Leukamieentwicklung unterstiitzt oder ihr entgegenwitktirde eine Kokulturaus primaren
murinenMSPC odeAML -assoziiertemMSPC (AMSPC)mit einermurinen AML-Zelllinie angelegt
Die AML wurdeim Mausmodelldurch dis FusionsgeNUP98/HOXD13 hervorgerufenEs wurden
AMSPC aus leukdmischelMausen mit einentfil-KO sowie aus leukdmisch&mausen mitGfil-
wt isoliert und kultiviert. Ebenso wurden MSPC a@dil-KO und Gfil-wt M&ausen ohne
NUP98/HOXD13-Fusion - und somit ohne AML- kultiviert. Diese MSPC wurden bei ca. 80
prozentiger Konfluenmit 100 000Zellen der murinen AMLEZelllinie C1498GFP fur sechs Tage
kokultiviert. AnschlieRend wurde die efizahl der C1498GFRBlasten durchflusszyometrisch
gestitztoestimmt.Die Einzelkultur von C149&FF dient als Kontrolle NachKokultur mit Gfil-
wt AMSPC wurden doppeltso viele C14985FP Zellen gezéah|t nach Kokultur mit Gfil-KO
AMSPC waren es nur anderthalbmal so vielée nach Einzelkultur Die MSPC aus nicht
leuk&mischenMausemit einemGfil-KO konnten im Gegensatz zu wt MS@ie Proliferation von
C1498GFP Zellen nicht steigerfAbbildung 1 B)

Die AMSPC von AML-Patienten vesen also eine erhohte Expression v@&fil auf Dessen
Ausschalten fuhrtén vitro zu einer geringereproliferationssteigerndeWwirkung der MSPCund
AMSPCauf AML-Zellen.
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Abbildung 1

A B
GFII in humanen MSPC C1498-Leukiimiezellen in Kokultur mit (A)MSPC
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Abbildung 1: GFII-Expression in humanen AMSPC und Einfluss der Gfil-Expression in
murinen MSPC aufdas Wachstum von Leukiimiezellen (Daten von Dr. Yahya Al-Matary)

A RT-PCR: GFI1 RNA-Expression in immortalisierten MSPC, die aus Lymphom-Patienten ohne
KM-Befall (ctrl) oder aus AML Patienten isoliert wurden. B Anzahl der C1498 GFP Zellen nach
Einzelkultur oder Kokultur mit murinen (A)MSPC mit Gfil-KO oder Gfil-wt ermittelt durch

manuelle und FACS gestiitzte Zahlung, normalisiert auf die Einzelkultur.

3.1.2 Charakterisierung der MSPC

Nach dem Nachweis der Relevanz \@ifil in humanen und murinen Stromazellen fiir die Stroma
Leukamielnteraktion, sollten die in defolgenden Experimenten verwendetemomazllen auf
Eigenschaftenvon MSC wie Adhdrenz zu Plastikoberflichen, Differenzierungspotential in
Adipozyten und OsteozytesowietypischeOberflachenmarkeiiberpriftwerden(Dominici et al.,
2006) Die Adharenz zu Plastikoberflachen war bei den angezichtetd®@C\8 jeder Zeitzu
beolachten(Abbildung 2A). Fir die ostegene Differenzierung wurden die murinen MSPC ab einer
Konfluenz von50 % fur drei Wochen in OsteDifferenzierungsmediunoder Standardmedium
kultiviert. Nach den drei Wochen wurden die Zellen fixiert und mit Aliz&ot gefarbt, welches
CalciumAblagerungen der Osteozyten ziegelrot farbt. In allensétzen derin Osteo
Differenzierungsmedium kultivierten murinen MSPC waren CaleAbtagerungen als Nachweis
von Osteoblastenaktivitdt zu sehen, jedoch in unterschiedlicher Haufigk&ildung 2B). Die
adipogene Differenzierung wurde nalipogenen Differenzierungsmedium voBtemXVivo bei

70 % Konfluenz der MSPC induziert. Nach drei Wockeurden die Zellen in Formalin fixiert und
die Fettvakuolen mit Oil Red O LoOsung gefarbt. In jedem Ansatz warenach
DifferenzierungsinduktiorAdipozyten zu sehen, jedoch auch hier in unterschiedlicher Haufigkeit
(Abbildung 2 C).
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In beiden Differenzierungsassays waren neben den rotgefarbten Bereichen der Osteoblasten bzw.
Adipozyten auch ungefarbte, meist spindelférmige Zellen zu sehen. Fadibltendie Ansatze
unterschiedlich grof3e Anteil mesenchymate Stromazellen, die schon eine bestimmte
Differenzierung eingeschlagentten Dahertrifft die Bezeichnung Mesenchymale Stanumd
Progenitorzellen (MSPQGuf die verwendeten Zellpopulationen zu

Abbildung 2

B
Kontrolle oD
T 8 A R RPN Y B y:

Abbildung 2: Charakterisierung der MSPC mittels Mikroskopie
A Fotos der kultivierten MSCP aus wt, Gfil-KO, NUP98-HOXDI 3 transgenen und MLL-AF9

transplantierten Mausen zum Nachweis der Adhdrenz in 400-facher VergréBerung. B Fotos des

osteogenen Differenzierungsassays (OD). C Fotos des adipogenen Differenzierungsassays (AD)

Die Oberflachenmarker sind fir murine MSC nicht einheitlich defiiedminici et al., 2006)
Folgende Antigene werden in mehreren Publikationen als Rd&dtiker aufgefihrt: CD44Stem
cell antigen 1$%cal), CD51 und CD29Nadri et al., 2007; Sung et al., 2008)le angezichteten
murinen MSPC waren positiv fur CD44, CD29, CD51 und -Scand negativ fur den
hamatopoetischen Marker CD4&kbildung 3A-B). Dabei fiel auf, dass didlittlere Fluoreszenz
Intensitat fur derOberflachenmarkeScal auf denGfil-KO MSPC deutlich niedriger war als auf
den wt MSPC (Abbildung 3 B). Scal ist ein Marker, der auf verschiedenen Stammd
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Vorlauferzellen wie HSC aber auch MSC exprimiert widdmidouche et al., 2017; Schepers et al.,
2013)

Abbildung 3
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Abbildung 3: Charakterisierung der MSPC mittels Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie der MSPC fiir Oberflichenmarker von HSC (CD45) und MSPC (CD29,
CD44, Sca-1, CD51). A Histogramme: Grau dargestellt ist die ungefiirbte Kontrolle, farbig
dargestellt sind die verschiedenen Zelllinien des jeweiligen Genotyps (sieche Legende).
B Mittlere Fluoreszenzintensitit fiir die Oberflachenmarker CD45, CD44, CD29. CD51 und Sca-1;
Median fiir die jeweiligen MSPC Gruppen (siehe Legende).

3.1.3 Genexpression der MSPC vor und nach Osteodifferenzierungsassay

Nach dem oben beschriebenen osteogenen Differenzierungsassay (BdpBelvurde mitin
Zellkultur-Flaschen kultivierteMSPC einglRT-PCR durchgefihrt. Aus den Zellen wurde nach drei
Wochen Kultur in osteogenem Differenzierungsmedium (OD) imd€ontrollimedium RNA isoliert

und mit dieser RNA eingRT-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde die Expression folgender Gene
ermittelt: Gfil, Runx2,Spl (codiert fir Osteopontih und Bglap (codiert fur Osteocalciih Die

relative Expressionshdhe bezieht sich auf Nettelwert der wt MSPC der KontrelGruppe In

einem Ansatz voMLL-AF9 AMSPC wurden bei mehreren Genen um den Faktor 100 bis 1000
erhohte Expressionslevel, sowohl mit als auch ohne Osteodifferenzierung gemessen. Dieser

Ausreil3er wurde von der Auswertung ausgeschlossen.
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Die MSCP augsfil-KO-Mausen exprimierteisfil nicht, zwischen den anderen Gruppen gab es
keinen signifikanten Unterscheid in defil-Expressior{Abbildung 4A).

In der Gruppe deviLL-AF9-tg AMSPCwar eine zu grof3e Streuung beobachten, um sie sinnvoll
mit den anderen Gruppen zu vergleichen.

Die Runx2Expression war in wt unéfil-KkO MSPC etwa gleich hoghn NUP98-HOXD13tg
AMSPCbetrug sieveniger als ein Funftelavon(Abbildung 4B).

Die MSPC expmiertenunterschiedlich starippl, mit grof3er Streuundie SpptExpression war
in Gfil-KO MSPCim Mediandoppeltso hoch undn NUP98-HOXD13AMSPC viermal so hoch
wie in den wt MSPC (nsAbbildung 4C).

Bezlglichder Bglap-Expression gab esnter denGfil-KO MSPC eiren starken Ausreil3ernach
oben, in den Ubrigen Ansatzen glich die Expression ungefahr derer.iDisstNUP98HOXD13tg
AMSPC hingegen exprimierten nur ein Bruchtilon(Abbildung 4D).

Es wurde aucHie Differenz der Genexpression ndasteodifferenzierungsassay zu der nach Kultur
ohne Induktoren fir die OsteogeneBetrachtet. Hierbeffiel auf, dasswt MSPC nach der
Osteodifferenzierung etwas me@fil exprimieten, wohingegen di&fil-Expression inAML -
assoziierten MSCBowohl mitMLL-AF9- als auch ilNUP98-HOXD13transplantierten Mausenit
der osteogenen Differenzieruagnahm(Abbildung 4E). Bezliglich delRunx2Expression war nur
in zwei von vieMLL-AF9 AMSPC eineSteigerunglurch dieOsteodifferenzierungu beobachten,
in den meisten Fallen &nderte sich Binx2Expression kaunfAbbildung 4F).

Bei allenMSPCauler derfil-KO MSPCwar nach Osteodifferenzierung im Mediaim Anstieg
derSppl-Expressiorum das dreibis sechsfacheu beobachtefms), hier gab es eine grof3e Streuung
der Wertg(Abbildung 4G).

In MLL-AF9 AMSPC und wt MSPC kam es zu einem leichten fegsier OsteocalchExpression

in Gfil-KO MSPCundNUP98-HOXD13AMSPCwar die OsteocalcHtxpression nach Kultur im

Osteadifferenzierungsmedium im Median unveranden. sogar reduziert
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Abbildung 4
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Abbildung 4: Genexpression der MSPC im Osteodifferenzierungsassay

A-D: Ergebnisse aus der RT-PCR von murinen MSPC aus wt Mausen, Gfi/-KO-Miusen (KO). MLL-
AF9-transplantierten wt Mausen (wt leu) und Nup98-HOXD13 transgenen Miusen mit AML
(Nup98): Relative Genexpression von A Gfil, B Runx2, C Osteopontin (Spp!) D Osteocalcin (Bglap).
E-H: Differenz (A) der Genexpression nach Kultivierung in Osteo-Differenzierungs-Medium (OD)

zur Kontrolle: E Gfil, F Runx2, G Osteopontin (SppI) H Osteocalcin (Bglap)

3.1.4 Mitochondriale Funktion der MSPC in vitro

Leukamische Blasten wirken sich nicht nur auf die Differenzierung von Stromazellen aus, sondern
auch auf denMetabolismus der MSPC, bespiebweise durch eine Hyperpolarisation des
mitochondrialen Potentialsjedzur Bildung von reaktiven SauerstoffspezROS)flhrt (Zambetti
et al., 2016pder durch Transfer von mesenchymalen Mitochondrien auf Leukamie@dibsahoi

et al., 2016)Als globale Test fir de mitochondrialeFunktionwurde der extrazellulare Sauerstoff
(Oy) -Fluss mitdemSeahorse&ystemvon Agilent gemessen.

MSRC von wt undGfil-KO Mausenohne Leuk&miavurdenfir eine Wochemit Lin- KM-Zellen
von gesunden Mausen oder mit Leukamiezellen Milt-AFS-transplantien Mausen (leu)
kokultiviert. AnschlieBend wurden die MSPC mitté1&CS von den KMZellen getrennt und fur
den Assay ausplattiert. Am Folgetag wurde beild® 90 prozeniger Konfluenz deMitostress

Assay durchgefuhrfAbbildung 5A). Die ersten drei Messwerte zum-Qerbrauch wurden vor

41



medikamentdser Beeinflussung der Atmungskette erhabdrzeigen die basale mitochondriale
Atmung. NachGabe von Oligomycin, welches did P-Synthasélockiert, wurde der @Verbrauch

des Protonentixs gemessennd dirch den Entkoppler FCCP wurde die Reaktion der Mitochondrien
auf einen erhéhten ATBedarf simuliert(Abbildung 5 B).Die Differenz zwischen der basalen
mitochondrialen Atmung unddiessm maximalem G-Verbrauch wird als respiratorische
Reservekapazitat bezeichnet.

Die basale Atmung war bei allein kultivierten wt MSPC hoher als bei KO MSPC. Die Kokultur der
MSPC mit Lin KM -Zellen zeigte keinen Effekt auf die basale mitochondriale Atmung der wOMSP
und nach Kontakt mit AMtZellen gab es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied, jedoch kam
es tendenziell zu einer Absenkung des basalevigtbrauches. Auch nach Kokultur d&fil-KO
MSPC mit Lin KM-Zellen oder Leukamiezellen unterschied sich die basale mitochondriale Atmung
nicht signifikant von der deGfil-KO MSPCin Einzelkultur Abbildung 5C). Die mitochondriale
respiratorische Reservekapazitat war bei @éfh-KO MSPC geringer als beim wt (3@+ 17,5%

vs. 72+ 34%, ng. AulRerdemitl auf, dass die wt MSPC nach Kokultur mit LKM-Zellen oder

AML -Zellen eine deutlich niedrigere respiratorische Resauf@iesen als nach Einzelkultuei

den Gfil-KO MSPC anderte sich die respiratorische Reservekapazitat durch die Kokultur nicht
(Abbildung 5 D).

ZusammenfassenuattenGfil-KO MSPC einggeringere basale mitochondriale Atmung und eine
geringere respiratorische Reservekapazitat als wt MSPC. Durch Kokultur nellan und AML:
Zellen wurde die respiratorische Reservekapazitat der wt MSPC gesenkt, nicht aber@feld€®
MSPC. Ein Unterschied zwischen der Wirkung von - L#ellen und AML-Zellen auf die

mitochondriale Atmung der MSP@ar nichtzu beobachten
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Abbildung 5
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Abbildung 5: Mitochondriale Funktion der MSPC in vitro

Extrazelluldre Fluss-Analyse zur Untersuchung der mitochondrialen Atmung A MSPC von Gfil-
KO (KO) oder wt Mausen wurden eine Woche allein oder mit Lin- oder leukdmischen KM-
Zellen (leu) kokultiviert und im Anschluss durch FACS von den KM-Zellen getrennt.
B Sauerstoffverbrauch der Zellen aus Einzelkultur im Zeitverlauf unter Gabe von Oligomycin,
FCCP und Rotenon/ Antimycin A. C Basale mitochondriale Atmung vor der Applikation von
Oligomycin. D Respiratorische Reservekapazitit der Mitochondrien im Verhiltnis zur basalen
Atmung.

Die Punkte reprasentieren die Mittelwerte von Triplikaten bis Pentuplikaten -einzelner

Experimente mit verschiedenen Primérzelllinien.
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3.1.5 y H2 A RNA-Schaden und DNAReparatur

In einem Mausmodel desShwachmafBodianDiamond Syndroms wurde gezeigt dass
Veréanderungen in MSPC nicht nur die mitochondriale Funkbieeinflussensondern aucteine
Aktivierung von DNA-ReparatwMechanismen in hamatopoetischen Zellaasldsenkdénnen
(Zambetti et al., 2016 Bekannt ist auch, dass[I3B eine Rolle in der Entwicklung einer AML,
insbesondere der Theragiesoziierten Form, spielédacoby et al., 2014ks sollte daher evaluiert
werden ob der Einfluss von AMLBlastendie DNA-Reparatuin MSPCveréndertund ob in der
AML-Nische ebenfalls vermehrtDDSB auftreten Dafir wurde mittels y H2 A X
Fluoreszenzmikroskopidie Dynamik deDNA-Reparatuin MSPCbetrachtet

Nach Einzelkultur der MSPBzw.einwdchige Kokultur mit Lin- KM-Zellen oder AML:=Zellen und
anschliel3ender Isolierung der MSPC mittels FACS analog zum in Absgindtbeschriebenen
Vorgehen wurdedie MSPCauf Objekttragerdeckplattchen in 8&fellplattenausplattiert und tber
Nacht auketwa60 % Konfluenz wahsemgelassen. Die MSPC wurden, aul3er den Konfn#atzen

(0 Gy), mit 2 Gy bestrahlt. Die MSPC wurden 30in, eine Stunde bzw. zwei Stunden nach der
Bestrahlung mit vierprozentigem PFA fixiert. Anschliel3end wurden die Zellkerne mit DAPI und die
beiDDSBp h o s p h o r y | tHistone enieingmHFRiIokeXzenzmarkgefarbt. In Abbildung 6

sind exemplarische fluoreszenzmikroskopische Bilder der MSPC aus den Einzelkulturen zu sehen.
Abbildung 6
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Abbildung 6: DNA-Reparatur der MSPC — Fotos der YH2AX Foci
A Fluoreszenzmikroskopische Bilder der MSPC aus Emzelkultur

Fur die Darstellung der Foénzahl pro Zellein Abbildung 7erfolgte eine Einteilung in folgende
Gruppen: Zellen, die keine Foci aufwiesen (hellgrau), Zelleremém bis vietFoci (blau), Zellen

mit finf bis 19 Foci(dunkelgrau), Zellen mit 20der mehr Bci (rot). Die Haufigkeitsverteilung
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dieser Gruppen sind fur jede Bedingung (Genoludturbedingung Zeitpunktnach Bestrahlung

in einer Saule zusammengefasst.

Abbildung 7A undB ist zu entnehmen, dasiigeMSPC aus Einzelkultur sowie ddeMSPCschon
ohne Bestrahlun@NA-Schaderaufwiesennur 4050% derZe 1 1 en war e n -Fbai e i vV o
Hingegen wiesenachKokultur mit murinen primaretin- KM-Zellenweniger als ein Viertel der
Zellen Foci afi Die Kokultur mit Lint Zellen schien unabhangig vom Genotyp protektiv auf die
unbestrahltemMSPC zuwirken.

In allen Fallerwar 30 min nach Bestrahlung ein deutlicherstieg derDDSB zu beobachterBei

den wt MSPC aus Kokultur mit LirKM -Zellen stieg die FoeAnzahl deutlich weniger aiklingegen
erhohte bei defil-KO MSCP dieKokultur mit Lin- KM -Zellendie Anzahl der Zellen mtohen
DNA-Schéader{Abbildung7 A undB).

Die Geschwindigkeit der DNAReparatur in wt MSPC war nach Kokultur ANL -Blastendeutlich
geringerals bei Einzelkultur oder nach Kokultur mit Lidellen Wahrend bei den wWISPC die
Fraktion mit mehr als 20 Foci in dersten Stundeach Bestrahlung halbiert wurde, war dies bei den
AMSPC erst in der zweiten Stunde nach Irchrkvon DNA-Schaderzu seherfAbbildung 7C).

Bei den Gfil-KO MSPC aus Einzelkulturwar eine Stunde nach Bestrahlueie deutliche
Reduktion der Foci zu sehéddier war jedochkein Plateau erreithstattdessen verringerte sich

der zweiten Stunde auch der Anteil an Zellert mehreren Foczugunsten der Zellen mit wenigen
oder gar keinen Foci. Die DNReparatur schien folgliclangsamerbzulauferals in wt MSPC
Dafir waren nach 2 Stunden bei den & MSPC weniger Foci zu sehen als bei den wt MSPC.
Hervorzuheben ist auRerdem, dass bei denk&BHIMSPC die Kokultur mit AML-Blasten die DNA
Reparatur nichzu beeintrachtigen schigbbildung 7C). Stattdessesank die FoeAnzahl bei
Gfil-KO MSPCnachKokultur mit Lin- Zellen Gber den zweistiindigen Beobachtungszeitraum am
geringster{Abbildung7 B).

Zusammenfassend hielt bei all&@fil-KO MSPC derRiickgang der Foehnzahl stetig bis zwei
Stunden nach Bestrahlung an, es wubike zu diesem Zeitpunktein Plateau erreichtEbenso
verhielt es sich mit den wt MSPC nach Kokultur mit Leukamiezellen. Bei den wt MSPC aus
Einzelkultur und aus Kokultur mit LirZellen hingegen stagnierte der Riickgang der Foci nach der
ersten Stunde nach Bestrahluiger lief die DNA-Reparatur rascher aMeist zeigtenGfil-KO
MSPC im direkten Vergleichumwt wenigery H 2 AFECI.

Eine Ubersicht Uber diSignifikanzniveaus im KiskatWallis und DunrBonferoni-Test bei

Vergleich demedianen FoeZahlzum jeweiligen Zeitpunkt findet sich im Anhang in Tabdlte
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Abbildung 7
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Abbildung 7: DNA-Reparatur in wt und Gfil-KO MSPC und AMSPC

A-B Haufigkeitsverteilung von MSPC mit 0, 1-4, 5-19 oder = 20 yH2 AX-Foci pro Zelle fiir wt MSPC
(A) und GfiI-KO MSPC (B) in unbestrahlten MSPC (0) und 0.5 h. 1 h sowie 2 h nach Bestrahlung
mit 2 Gy nach Einzelkultur oder Kokultur mit Lin- KM-Zellen oder MLL-AF9 KM-Zellen (leu).

C Andere Darstellungsweise: Median und Interquartilsabstand der Anzahl an YH2AX-Foci pro Zelle.

3.2 INVIVO EXPERIMENTE

3.2.1 Durchflusszytometrie des Gewebes langeRdhrenknochen- Methodenvalidierung

Fur die Untersuchung der Zusammensetzung der ossareNigd¥ie im Mausmodell wurdeine
Modifikation einer bereits beschriebenen Methode zur durchflusszytometrischen Aredlykerer
Bestandteildanger Rohrenknochen genut&chepers et al., 2013; Winkler et al., 201D)ese

Methodewurde zunéchst an weiblichen-M&usen verschiedenen Alters getedteiden Kapiteln
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2.3.2 und 2.4 ist das Vorgehen ausfiihrlich beschrigerzgefasst wurden Tibiae, Femora und
Humeri zur Entfernung des Knochenmarkes gespult, auRerdem mechanisch vom Weichteilgewebe
befreit undmit Morser und StoR3ederkleinert. Die Knochenstiicke wurden fur eine Stunde bei 37 °C

mit 3 mg/ml Kollagenase | inkubierAbbildung 8A). Mit folgenden Fluoreszerarkern wurden

die einzelnen Populationen per DurchflusszytometnierschiedenStromazellen (Stroma; CD45

Lin"), deren Unterpoulationen ECCD31") und NichtEndotheliale Zellen (NEC; CD31sowie als
Unterpopulation der NEC die MSPC (CDHcal*) und OBC(CD51" Scal’; Abbildung 8B).

Eskonnte eine signifikante altersabh&ngige Reduktion der Stromazellzahl und der AnzaBQler

im Knochen der weiblichen Mause festgestellt wer@édybildung 8C-D).

Abbildung 8
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Abbildung 8: Durchflusszytometrie der Zellen langer Rohrenknochen L\Q 7\‘0

A Aufbereitung der Knochen fiir die Durchflusszytometrie. Durchgespiilte und gesduberte Knochen
wurden mit dem Morser zerkleinert und eine Stunde mit Kollagenase I inkubiert. B Gating-
Strategie: Singletten, Lebendfiarbung, Stroma: CD45Lin- , davon nicht-endotheliale Zellen (NEC):
CD31-. davon OBC: CD517Sca-1- & MSPC: CD517Sca-1" C Anzahl an Stromazellen & D OBC in

Knochen weiblicher Mause unterschiedlichen Alters.

Unter den NEC waren die meisten Zellen weder-Baaoch CD51 und durch die verwendeten
Antikorper nicht eindeutig definierdpbildung 9B). Daher wurden diese S@aCD51 Population
der NEC fur die Anfertigung von Zytospirs®rtiert Die Zytospins zeign, dass die Population
einige Knochenfragmente (*) eniglt (Abbildung 9 A-B). Aul3erdemwaren friihe Zellen der
erythroiden Reihe sichtbar wie Normozyten und Erythroblagtbhildung 9 ADx). Des Weiteren
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waren neutrophile Granulozytem)(und myeloische Vorlauferzellew)(zu sehen Abbildung 9C-

D).

Somit konnte die Methode zur Untersuchung der Zusammensetzung der ossaren Nische validiert
werden, jedoch mit der Einschrankung, dass verschiedene Messungenauigkeiten vorliegen.
Abbildung 9
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Abbildung 9: Durchflusszytometrie des Gewebes langer Réhrenknochen — Mikroskopie
der Scal-CD51 NEC-Population
Zytospin aus CD51- Scal-NEC gesorteten Zellen zeigten in A-B Knochenfragmente (*) und

erythroide Vorlduferzellen (%) und in D-E Neutrophile (€) und myeloische Vorlduferzellen (o ).

3.2.2 Reduktion und Ausschalten vonGfil erhdhen OBGZahl in murinen Knochen

Mit der oben beschriebenen Methode zur durchflusszytometrischen Untersustuimg
Zellpopulationen ausRoOhrenknochen wurden nun Unterschiede zwischen Mausen mit
unterschiedlicher Expression v@fil analysiert. Untersucht wurden wt Mau&di1-KO Mause und
Mause mit einem Knockdown (KD) oder Knockin (KI) des huma@éiil (36S) sowiemit KI der

in HSC an derEntwicklung myeloprolifeativer Neoplasienbeteiligten Genvariant&FI1 36N
(Karsunky et al., 2002; Khandanpour et al., 2012)

Der Anteil derZellen derOBC an den Stromazelldag bei denGfil-KO Mausen im Schnitt fast
doppelt so hoch wie beien wt Mausen. Den Anteil war beim Knockdown von humané&FI1l

(36S KD) gegenuber dem Knockin (36S Kl) ebenfalls erhéht, wenngleich der Unterschied zwischen
KO und wt starker warAbbildung 10A). Bei Betrachtung absoluter Zellzahlen wiesgfil-KO
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Mause soganm den Faktor 3,3 mehr OBC alf der wtIm Vergleich mit 36 KI-Mausen wiesen
sowohlGfil-KO Méause als auch GFHKD-Mausedreimal so viel@BC auf @bbildung 10B). Ein
Unterschied zwischellausen miExpression von murinei@fil und humanensFI1 beziglich der
OBC-Anzahl oder des OB@nteils war nicht zu beobachten, ebenso wenigd&tl 36N.

Die partielle und komplette Suppressiam murinen und humanen@fil erhdhtealsodie Anzahl
derOBCin den Roéhrenknochen gesunder Mause.

Bezliglich der Anzahl der Stromazell@D45Lin") und desAnteils der MSPC (Sed" CD51") am

Stroma waren bei einer grol3en Streuung keine Unterschiede zwischen den Mausstdmmen mit
verschiedeneGfil-/GFI1-Expression zu seheAljbildung 10C-D).
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Abbildung 10 Durchflusszytometrische Analyse der Zellpopulationen langer
Rohrenknochen von Miiusen mit unterschiedlicher Gfil-Expression
A Anteil osteoblastischer Zellen (OBC) an allen Stromazellen, B Anzahl der OBC. C Anzahl

der Stromazellen in allen Rohrenknochenund D Anteil der MSPC an der Stromapopulation.
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3.2.3 Induktion von AML in wt und Gfi1l-KO Mausen

Nachdem die Wirkung de&fil-KO in gesunden Mausen betrachtet wurde, wurde die Wirkung
dieses Knockouts der mesenchymalen Nische an AMLtkrankter Mause mittels des folgendien
vivoModells beleuchtet. Nach der oben ausfihrlich beschriebenen Meth&@pitel 2.4.1) wurde

mit dem FusionsgeMLL-AF9 eineAML in wt undGfil-KO Mausen induziertmMurine KM-Zellen

wurden mit dem OnkogenMLL-AF9 viral transduziert und in mit 10 Gy bestrahlte Mause
transplantiert. Diesen wurde nach Entwicklung einer Leuk&mie-ZeMen entnommen, die
wiederum in mit 2 Gy bestrahlte Mause transplantiert wurden. Diese sekundér utiesailie

Weise tertiar oder quartar transplantierten M&ause wurden fur die Versuche verwendet und werden
im Folgenden als leukamische Mause (wt |&fi1-KO leu) bezeichnet. Die Kontrollgruppen waren
unbehandelte wt un@fil-KO Mause. AulRerdem bildeten ebenfalls mit 2 Gy bestraintie
anschlieendnit nichtleuk&dmischen Knochenmarkzellen transplantierte wt @&ferKO Mause

eine Kontrollgruppe (wt irr Gfi1-KO irr; Abbildung 11A). Zugunsten der Ubersichtlichkeit wurden

die bestrahlten und unbestrahlten Kontrollgruppen der einzelnen Genotypen zusammengefasst,
nachdem kein Unterschiéeziglich Zusammensetzung des Knochenmarkes, derddilkKnochen
oderdes Blutbildezwischen den jeweiligen Kontrollgruppen nachgewiesen wurde. In Tabelle 12
und Tabelle 13im Anhang ist aufgeftihrt, wehe Mausefur welche Experimente genutzt wurden.
Auch findet sich inPAbbildung 25eine Darstellungon Ergebnisse mit Aufteilung in bestrahlte und
unbestrahlte Kontrollgruppen. Die Mause wurden bei klinischen Zeichen einer Leukdmie wie
Splenomegalie und Aktivitatsminderung alkranktidentifiziert und daraufhin euthanasiert. Der

postmortale Nachweis des Anwachsens der Leukamie erfolgte mit verschiedenen Methoden.
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Abbildung 11
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Abbildung 11: In vivo Model der AML in wt und Gfil-KO Miiusen

A Mausmodell der humanen AML mit MLL-AF9 Onkofusionsgen. Das Onkofusionsgen MLL-
AF9 wurde viral in murine wt Knochenmark (KM)-Zellen transduziert. Die fransduzierten
Zellen wurden in letal bestrahlte Mause transplantiert. Bei Ausbruch der Leukdmie wurden die
Miuse euthanasiert und deren KM-Zellen wurden in subletal bestrahlte Mause transplantiert.

Zur Konftrolle wurden subletal bestrahlte Mause mit KM-Zellen gesunder Mause transplantiert.

3.2.4 Nachweisder Leukdmie im Mausmodell- Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrisch wurde das aus den langen Réhrenknochen mitFR&feBherausgespllte
Knochenmark auf verschiedene Zellen der Hamatopoese unterdibifiidung 12 A zeigt die
GatingStrategie fur myeloische Zellen, die mit den Fluoreszsmizkodrpern gegen Gt (antk
mouse Ly6G/Ly6C) und Mael (antimouse CD11b) detektiert wurden.

Die Gr-1 hochpositiven und Ma€l positiven Zellen wrden als GranulozyterGfan) bezeichnet.
Reife Granulozyten machten bei gesunden wt Maoselr als ein Drittetler KM-Zellen aus, bei
Gfil-KO Mausen waren esinter 10%. Die leukdmischen wt Mause litten an einem starken
Ruckgang der Granulozyten atfva 1% (Abbildung 12B).

ZudemsindGr-1 Mac-1* Zellendetektierbarim Knochenmark aller nicht leukamischilause gab

es weniger als % Gr-1 Mac-1" Zellen in den Mausen mit Leukdmie war diese Population stark
vertreten und es lag eine Streuung in Richtung-$gtwachpositiven Bereich vorLeukamische
Méause mit einem KO voGfil wiesen signifikant weniger G Mac-1" Zellen auf als wt M&use mit
AML (Abbildung 12A, C).

Die Expression des Proliferationsmarkers cKit war in den leukdmischen M&ausen hoher als in den
gesunden Mauseribbildung 12E). Der Nachweis deMLL-AF9-Blasten erfolgte mittels GFP
Detektion dessen Gen im viralen Vektor an ddsL-AF9-Fusionsgn gekoppelt wurde. In allen
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transplantierten Mausen lag zum Zeitpunkt der Analyse der Anteif GMIR -Zellen am KM Uber
60 %, im Mittel bei 74 %Abbildung 12D).

Im peripheren BluPB) der leukamischerwt Mause lag deGFP Blastenanteiim Median bei
30,8%, in Gfi1-KO Mausen war er nur bei 28 (ns;Abbildung 12G).

Zusammenfassend zeigten sich neben ide Gfil-KO Mausen typischen Granulozytopenie
verschiedene Zeichen der Leukamie im Knochenmark von transplantierten @tiisD Mausen.
In Gfil-KO Mausenmit AML war ein signifikant geringeres Vorkommen der Gr Mac-1*
Population im KM sowie ein tendenziell verminderter GBRastenanteil im peripheren Blut im
Vergleich zu wt Mausen mit AML zu beobachtevas auf eine geringere LeukamielasGifil-KO
Méausen hinweist
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Abbildung 12
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Abbildung 12: Durchflusszytometrischer Nachweis der Leukéimie im Mausmodell

A Gating-Strategie fiir die Durchflusszytometrie des Knochenmarkes: Nach Ausschluss der
Dubletten erfolgte die Lebend-tot-Unterscheidung. Die myeloischen Zellen wurden mit Gr-1 &
Mac-1 (=CD11b) identifiziert. B-F Ergebnisse der Durchflusszytometrie. B Anteil der
Granulozyten (Gr-17 Mac-17, Gran) am KM. C Anteil der myeloiden Vorldufer (Mac-17 Gr-1°)
am KM. D Anteil der GFP™ (MLL-AF9)-Zellen am KM E Anteil der cKIT™ Zellen am KM.
F Anteil der GFP™ (MLL-AF9)-Zellen im peripheren Blut (PB)
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3.2.5 Durchflusszytometrischer Ausschluss einer lymphatischen Leukamie

Das FusionsgeMLL-AF9 kann nicht nur eine myeloische, sondern auch eine lymphatische
Leukamie induzierefDobson et al., 1999; Young et al., 2020Jn dies auszuschlieRen, wurde das

KM mittels Durchflusszytometrie in Bezug auf die Expression der lymphatischen ZellrB2key

CD4 und CD8a untersucht. Im Knochenmark der leukamischen Mause konnten isicVierglden
Kontrollen keine vermehrten LymphozytelB220" B-Lymphozyten, CD4" und CD8a T-
Lymphozyten nachgewiesen werden und somit eine lymphatische Leuk&mie ausgeschlossen
werden. Die Anzahl CD8aZellen war sogar signifikant verringert in Mausen mit Leuk&mie
(Abbildung13 A-B).

Abbildung 13
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Abbildung 13: Durchflusszytometrischer Ausschluss einer lymphatischen Leukiimie
A Anteil der CD4" T-Lymphozyten, B CD8" T-Lymphozyten und C B-Lymphozyten an

kernhaltigen KM-Zellen.

3.2.6 Knochenmark, Blutbild und krankheitsfreies Uberleben

Zur genauen Bestimmung der Leukarhaest im Knochenmark wurden Zytospins angefertigt und
manuell differenziert. Im Knochenmark gesunder wt Mause waren im Schritt deB kernhaltigen
Zellen unreife Blasten. Bei d€fil-KO Mause machten die Blasten durchschnittlich®,@us. Die
MLL-AF9-transplantierten M&ausen hatten zum Zeitpunkt der Euthanasie durchschnittlick% 88,3
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(wt) bzw. 91,9 (Gfi1l-KO) Blasten im KM. Die Spanne reichte von 60% bis 97% bei den wt
Mausen, von 85% bis 97% bei défil-KO MausenAbbildung 14 A).Die kernhaltigen Zellen im
Pappenheingefarbten Blutausstrich wurden ebenfalls manuell differenziert. Die gesunden wt und
Gfil-KO Mause wiesen jeweils 0% Blasten im Blutausstrich auf. Im Blut von Mausen mit
Leukamie waren beim wt durchschnittlich 921der kernhaltigen Zellen Blasten, bei d&ifiil-KO
Mausen 85,36 (Abbildung 14 B).

Gesunde wt Mause hatten im Mittel 3,2 LeukozytenNmooliter @l) Blut, gesund&fil-KO Mause

1,5 pro nl. Die Proliferation leukamischetaBten lie3 die Leukozytenzablf durchschnittlich
146,8/nl im wt und 97,1 /nl inGfi-1-KO Mausensteigen(Abbildung 14 C).Ein klassisches
Symptom der AML ist die Andmie, weshalb der HamogleBehalt (Hb) der Mause Uberprift
wurde. Der Hb sank bei den wind Gfil-KO Mausen durch die Leukamigtwa gleichstark ab
(Abbildung 14 D).Sowohl im KM als auch im PB war zu allen oben genannten Parametern nur der
Unterschied zwischen Mausen mit und ohne AML signifikant, der zwis@feélhKO und wt
Méausen nicht. Weitee Symptome der AML sind die Thrombozytopenie unds ddamit
einhergehende erhoh®&utungsrisiko. Die Thrombozytenzahl lag bei leukdmischen M&ausen im
Durchschnitt beweniger als einem Drittdlhrombozytenzahl in gesunden Mausewohl im wt als

auch beiGfi1l-KO, wobei der Unterscheid nur beim wt signifikant wabbildung 14 E).Eine
Blutungsnejungwurde nicht beobachtet.

Der Unterschied in der krankheitsfreien Uberlebenszeit der Mause nach Transplantation der AML
Zellen warnicht signifikant Gfil-KO Mause wurden im Mittel zwei bis drei Tage friiher schwer
symptomatisch und daraufhin euthanasiert als wt Mause @=8hbildung 14 F).

Die Blastenzahl und die Leukozytenzahl im Blut warenGfil-KO Mausen mit Leukamie
tendenziell, jedoch nicht signifikant geringer als wt-Tieren Die Symptome Anémie und
Thrombopenie waren bei wt u@fil-KO Mausen gleich ausgepragt. Das krankheitsfreie Uberleben
war bei den leukédmischdafil-KO Mausen gegeniber dem wt um zwei bis drei Tage verkurzt, in
beiden Gruppen Uberlebte eine transplantierte Mauseihmengehen der Leukamie
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Abbildung 14
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Abbildung 14: Blastenlast in Knochenmark und Blut, Blutbild und krankheitsfreies Uberleben

A Anteil der Blasten an kernhaltigen Zellen im KM-Zytospin, manuelle Differentierung. B Blastenanteil
an kemhaltigen Zellen im Blutausstrich, manuelle Differentierung. C Leukozytenzahl /nl, maschinelles
Hamogramm D Himoglobin in g/dl, maschinelles Hamogramm. E Thrombozyten /nl, maschinelles

Hiamogramm F Krankheitsfreies Uberleben in Tagen nach Transplantation der AML.

3.2.7 Kaoarper-, Milz- und Leber-Gewicht

Ein erhohtes Milz und Lebergewicht spiegelt die im Rahmen einer akuten Leuk&mie mogliche
Hepatosplenomegalie widddaher wurdeneben dem Koérpergewichei Analyse der Mause auch
deren Milznund Leben gewogen.

Die Gfil-KO Mause hatten sowohl in Gesundheit als auch mit Leukdmie ein geringeres-Korper
gewicht als die wt Maus&iewarenca.5 g leichter. Zwischen gesunden und leukamischen Mausen
desselben Genotyps gab es keinen Gewichtsunterg@ibddung 15A). Die Altersverteilung in

den Gruppen war ausgeglichen, die Mause waeinAnalysezwischen 82 und 128 Tagen alt
(Abbildung 5 B). Bei den leukamischen Mausen machte die Mib 2les Korpergewichtesus.
Betrachtet man die Kontrollgruppe, waren es nuf0,8es Korpergewichte®\bbildung 15 C). Es

kam neben der Splenomegalgich zu einer Hepatomegalie. Die Lelearg bei wt Mausenmit
Leuk&miemit 10 % des Korpergewichtes fast doppelt so viel wie bei gesunden wt M&u&dii-

KO Mausen stieg das Lebergewicht signifikant weniger an, mon 5,6 % auf 8,2% des
KdrpergewichtegAbbildung 15 D).
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Abbildung15
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Abbildung 15: Alter sowie Korper-, Milz- und Lebergewicht der Versuchstiere.
A Alter der M#use bei Analyse. B Korpergewicht der Mause. C Milz- und D Lebergewicht

in Relation zum Korpergewicht in %.

3.2.8 Geringere Milz -Infiltration mit myeloischen Blasten in Gfil-KO Mausen

Aufgrund der festgestellten Splenomegalie wurde die zellulare Zusammensetzung der Milz mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Wahrend in den Milzen gesunder Mause%cadeb Zellen
myeloide Vorlauferzllen Gr-1° Mac-1") waren, machte diese Population in leukdmischen wt
Mé&usen, durchschnittlich fast 50 % der Midellen aus. In leukédmischeafil-KO Mausen fanden

sich etwa ein Funftel weniger @r Mac-1* Zellen Abbildung 16 A) und etwas wenigeGFP
Blasten alsm wt (ns; Abbildung 16 B). Die CD4 und (8" Lymphozyten waren in leukédmischen
Mausenstark vermindert. Zudem wiesé&sfil-KO Mause ohne Leukamie mehr CDBellen und

weniger CD4 Zellen als wt Mause aAbbildung 16 C und D).
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Abbildung16

A B
Gr-1'Mac-1* Zellen GFP* Zellen
'\_?| _ ook ok L '\_?|
e 60 ‘T o
= =604 2
- R »
2 40- 1l S B B3
§~ 4 S04l
P>

£ 20 & 204
g . E
3 olams i L B % ol b

) %,0 &\\6 0\@} & A\%,
C & D
CD4" Zellen CD8* Zellen
— 251 e s sk ok — s s ok 3k
= = . SN257  REEE s
_ & s 3 sfe sk _
g 207 L 5204
E LT Y] E ...
é 151 %15- :
p= s =
e 10- glO'
[3+1 (4]
E 57 T 51
< 0- < 0 T

& O ¢ ¢ & O & ¢

A @\\ @\ < & %’0

Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analysen der Milzzellen
A Anteil der Gr-1- Mac-17 in der Milz. B Anteil der GFP™ Zellen in der Milz C Anteil der
CD4" Lymphozytenin der Milz. D Anteil der CD8" Lymphozyten in der Milz.

3.2.9 LeukamischeGfil-KO Mause habenmehr OBC im Knochengewebeals wt Mause
Entsprechend der oben beschriebenen Metl{ed8.2.3 wurden auch dieZellen derlangen
Rohrenknochen leukamisah&lause mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Bestrahlung
schien keinen Einfluss auf die Anzahl von OBCDA45Lin"CD31CD51'Scal) zu haben
(Abbildung 24 iK). Die absolute Anzahl der OBC unterschied sich zwischen wtGfildKO
Mausen nicht signifikant, auch die AML bedingte keine signifikanten Unterschiede. Besonders bei
den wtMausen lag eine grof3e StreuwtigserWerte vor(Abbildung 17 A). Die Gfil-KO Méause
wiesen tendenziell weniger Stromazell@D45Lin") im Knochen aufAuch hier zeigte sicleine
grolReStreuung Abbildung 17 B).

Betrachtet man hingegen den prozentualen Anteil der OBC am Stroma war die Streuung deutlich
geringer. Beim KO vorGfil zeigte sich sowohl in gesunden als auch leukamischen Maasen

Anteil der OBC im Vergleich zum win etwa verdoppeltEr war bei denGfil-KO Mausen mit
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Leukamie tendenziell hdher als bei gesun@éa-KO Mause (ns, Abbildung17 C). Zwischen den
Anteilen der MSPC am Stroma war kein Unterschied festzus{@larildung 17 D).
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Abbildung 17: Durchflusszytometrie der Zellen aus Réhrenknochen in wt & Gfil-KO
Miusen ohne und mit AML

A Anzahl der OBC (CD45Lin"CD31:CD517Sca-1") in langen Rohrenknochen. B Anzahl der
Stromazellen (CD45-Lin") in langen Réhrenknochen. C Anteil der OBC an den Stromazellen in %.
D Anteil der MSPC (CD45Lin"CD31-CD517Sca-17) an den Stromazellen in %.

3.2.10 pCT - Porositéat des kortikalen Knochensbei Gfil-KO Méausen

Mithilfe der Micro-Computertomographie (UCT) solltemach Untersuchung deeelluléaren
Zusammensetzung die Morphologie der Knochen verglichen werden. Die rechten Femora wurden in
Ethanol fixiert und durch Mitarbeiter des Center Bone andPeriodontalResearch der McGill
University mit dem Computertomographen SykScan 1172 abgebifddtildung 18 zeigt
reprasentative rekonstruierte Bilder kortikal@d trabekulaneStrukturen muriner Femara

Die groRRten Auffalligkeiten fanden sich im kortikalen Knochen. Dessen Porositat wéiliKO

Mausen gegeniuber den wt Mausen durchschnittlich um den Faktor 5,7 erhtihtund ohne

Leukamie.Allerdings war nurder Unterschied zwischen den leukamischen Massgmfikant
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(Abbildung 19 A). Analog dazu war der Anteil des Kkortikalen Knochenvolumens am
Gewebevolumen (BV/TV, boneolume/ tissue volumgin Gfil-KO Mausen geringer alisn wit.

Auch hier war nur der Vergleich zwischen erkrankten Mausen signiffRdmfitiidung 19 B).

Der Durchmesser des kortikalen Knochens, war in erkran@f®h KO Méausen etwas dicker
(0,23£ 0,02mm) als in wt Mausen mit Leukamie (0,29,01mm, p= 0,06) oder in gesundé&xfi1-

KO Mausen (0,2% 0,02mm), die in etwa die gleiche kortikale Dicke hatten wie die Knochen von

wt Mausen (0,2 0,01mm). Keiner dieser Unterschiede veagnifikant (Abbildung 19 C).

Der trabekulare Knochen unterschied sich statistisch nicht zwischen den Gruppen. Allerdings fiel
auf, dass in der Gruppe der wt Mause mit Leukémie die Werte derselben Maus in allen drei Graphen
deutlich herausstachen (markiert mit einem Kreis). Betrachtet die Werte dieser Maus als
Ausreil3er, so wiesen wt Mause mit Leukéamie einen geringeren Knochenanteil am Gewebevolumen
des trabekuldren Knochens gu§, Abbildung 1D). Aulerdem war der trabekulare Musterfaktor

in leukamischen Mausesrhererhoht. Da dieser Wert sich umgekehrt proportional zur Konnektivitat
der Trabekel verhdlt, bedeutet dies, dass pro Trabekel in den wt Mausen mit Leukdmie weniger
Kontakte zu anderen Trabekddastanden (Abbildung 19 B dieses Bild passt auch die im Mardi
verringerte Anzahl der Trabekel pro mm bei wt Mausen mit LeukénsieAbbildung 19 F)Bei

einem KO vorGfil schien die Leukamie den trabekuldren Knochen nicht zu beeinflussen.
Zusammenfassemdar in den Mausen mit eine@fil-KO einesignifikanthdherekortikale Porositét

und in Gfil-KO Mausenmit AML eine tendenziellh6here Dicke des kortikalen Knochens zu
beobachtenDer trabekuldre Knochezeigte keine signifikanten Unterschiede. Betrachtet man den
Median zur Relativierung des AusreiRers bei den leukdmischen wt Mé&agseanesen dieseine
Abnahme von Volumen, Anzahl und Konnektivitat des trabekularen Knochghéns) Eine

VergroRerung der Gruppen wéare notwendig, um sichassdgemarubettreffen zu kénnen.
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Abbildung 18
A B

wt wt leu

D
Gfil-KO leu

Abbildung 18: Reprisentative Anschnitte von kortikalem und trabekuliirem Knochen
—Rekonstruktion aus microcomputertomographischen Aufnahmen

A Wildtyp gesund (wt). B Wildtyp mit Leukamie (wt leu). C Gfil-knockout gesund (Gfil-
KO). D Gfil-knockout mit Leukamie (Gfil-KO leu).
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Abbildung 19
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Abbildung 19: Micro-Computertomographie (uCT) der Femora

Ergebnisse der pCT der rechten Femora: A Porositdt des kortikalen Knochens in %.
B Anteil des kortikalen Knochenvolumens (BV- bone volume) am Gewebevolumen (TV-
tissue volume) in %. C Mittlere Dicke des kortikalen Knochens in mm. D Anteil des
trabekuldren BV am TV in %. E Trabekuldrer Musterfaktor — Wert umgekehrt proportional
zur Konnektivitat der Trabekel. F Anzahl der Trabekel pro mm.



3.2.11 Knochenhistologie— In Gfil-KO Mausen steigert die Leukamie Porositaund Flache

des kortikalen Knochens
Die Histologie erlaubt es, einzelne Zellen in der Morphologie des Knochens zu betrachten. Zur
Beurteilung des kortikalen Knochens, wurden Femora nach der Fixierung Wadrifdmerung
hochkant in Paraffin eingebettet, um transversale Schnitte anfertigen zu kénnen. Diese transversalen
Schnitte wurden miMG gefarbt. Vom Einbetten bis zum Farben der Schnitte wurde Unterstiitzung
von dem Knochenlabor im Gerhabbmagkinstitut am Unversitat&linikum Mdinster
angenommen. Reprasentative Bilder simdAbbildung 20 A zusammengestellt. Die Auswertung
erfolgte an fuinf Schnitten pro Mausd ergab folgende Erkenntnisse
Die Flache des kortikalen Knochens war in gesur@ith KO Méausen durchschnittlich gegeniiber
dem wt um 20 % erhoht (ns). Mit Leukamie war der Unterschied noch deutlicher, die kortikale
Knochenflache war bei dgbfil-KO Mausen um 7% grol3er als beim wt miteukamie (Abbildung
21 A). Die Relation von Markraumflache zur gesamten Gewebeflache war im Einklang damit in
leukamischersfil-KO Méausen gegentber dem wt mit Leuk&mie und gegenibeGiigérKO ohne
Leukamie erniedrigt (Abbildung 21 B).Die violettschwaren Zellkerne mit hellem Hof im
Knochengewebe wurden als Osteozygerahlt (Abbildung 20 B)Die Anzahl der Osteozyten war
ahnlich in allen Gruppen Apbildung 21 C). Die Osteoblasten waren aufgrund von
Schrumpfungsartefakten nicht auswertbaie schon im pCT beschrieben gesteigerte kortikale
Porositat inGfil-KO Mausen konnte histologisch bestétigt werden. Die Osfeeieh Poren
machten in gesunddafil-KO Mausen 3t 2 % der Knochenflache aus und in leuk&misc@dii-
KO Mausen 0+ 2 %, wohingegen im winit oder ohne Leukdmie kaum Poren \artien waren
(<1%). Hier war deutlicher zu sehen als beim uCT, dass die Porositat des kortikalen Knochens der
Gfil-KO Mause durch die Leukadmie gesteigemirde (Abbildung 21 D)Diese Poren sind als
Knochengewebéreie Areale im Knochen definiert. Sie wurden optisch M-¥nhseln @bbildung
21 E) und GefaRe im kortikalen KnocheAbpildung 21F) unterschieden. Als GefalRe wurden
kleinere runde Poren bezeichnet, die Erythrozyten enthielten und erkennbar von einem Endothel
gesaumt waren. Alle ander@oren, dieauch anderbamatgoetischezellen enthielterwurden als
Knochenmarkinseln gezéhlt. Es ist also nur ein ndherungsweiser Eindruck der Verteilung abgebildet.
Dargestellt ist die Anzahl der KiNhseln pro mmbzw. Anzahl der GefaRe pro mMnDaher ist zu
bedenken, dass die mit KM gefullten Poren in der Regel deutlich mehr Flache einnahmen als die
GefalRe. Die gesunddafil-KO Mause wiesen vermehrt GefalRe in ihrem kortikalen Knochen auf,
wahrend die leukamisch&fil-KO MausemehrKM-Inseln aufwiese(Abbildung 21 EF). Solche
KM-Inseln kamen in den wt Mausen mit und ohne Leukdmie kaum vor.
Zusammenfassend zeggsich in Gfil-KO Mausen sowohl einerhOhte Porositéals auch eine
grof3ere Flache des kortikalen Knochdtmrositat des Knochens kommt durch ein Ungleichgewicht

von Osteoblasten und Osteoklasten zustande, bei dem die Osteoklasten mehr Knochen abbauen als
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von den Osteoblasten neugebildet wird. Eine groRere Knochenflache spricht aber fir eine erhdhte

Osteoblastenaktivitat. Es lohnte sich ein Blick auf die Aktivitat der Osteoblasten und Osteoklasten

Abbildung 20

A
wit wtleu

100 pm 100 pm

Gfil KO Gfil KO leu

Abbildung 20: Reprisentative histologische Schnitte des kortikalen Knochens

A reprisentative Bilder der histologischen Schnitte Masson-Goldner-gefarbt in 100-facher
VergroBerung von wt und Gfi/-KO Méuse ohne und mit AML (leu): markiert sind Geféf3e (=) und
Knochenmarkinseln ( * ) B Beispiele fiir Osteozyten(-¥ )in 400-facher VergroBerung.

64



Abbildung21
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Abbildung 21: Kortikale Knochenhistologie der Femora

Ergebnisse der histologischen Querschnitte des rechten Femurs von wt und Gfil-KO Méiusen

ohne und mit AML (leu) in Masson-Goldner-Farbung: A Flache des kortikalen Knochens in

mm?. B Flache des Markraumes anteilig an der Gesamtfliche des Knochenquerschnittes in %.

C Anzahl der Osteozyten pro mm? Knochenflache. D Anteil der Poren-Flache an der kortikalen

Knochenflache in %. E Anzahl der mit Knochenmark gefiillten Poren pro mm? kortikaler

Knochenfliache. F Anzahl der Gefaf3e pro mm? Knochenfliche im kortikalen Knochen.
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3.2.12 Calcein-Farbung — Erhéhte Knochenbildungsrate Gfil-KO Mausen mit Leuk&mie

Die Osteoblastenaktivitdvurde mit dem Calcium-Chelator und Fluorochrom Calcebestimmt.
Dafur wurde énMausen elf und I7 Tage nachnduktion der AMLintraperitoneal Calcein injiziert

Das Calceirband an das freie Calcium, das in den neu gebildeten Knochen mit eingebaut wurde und
markierte somiin vivo die Knochenbildung. AuQuershnitten des noch kalzifizierten Knochens
wurde diesfluoreszenzmikroskagch sichtbar gemacht. DiBFR wurde mithilfe der Software
Osteomeasure anhand der @alceinpositivemfrischem Knochen bedeckten Flachen und dem
Abstand zwischen den Calcdimien berechnet (Abbildung 22 A)ie gesunden und leukamischen

wt Mauseunterschieden sich hinsichtlich d&FR nicht. DieBFR der leuk&mische®fil-KO Mause

war mitdurchschnittlichl 16 mm?/ mn? im Jahr dreimal so hoch wie die d@rMause mit und ohne
Leukamie(38 bzw. 39mm?/ mn? pro Jahr). DieGfil-KO Mause mit Leukamie hi@n alsoeine
erhohte Osteoblastenaktivitat gegenuber den gesunden und erkranki@&assnh (Abbildung 22 B).
AuBerdem fiel auf, dass vor allem um die Poren im Kkortikalen Knochen eine hohe
Osteoblastenaktitat bestandAbbildung 22 C).
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Abbildung 22
A
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Abbildung 22: Knochenbildungsrate durch Calcein-Fiarbung in vivo
A Den Versuchstieren wurde 11 und 17 Tage nach der Transplantation Calcein intraperitoneal
injiziert. Der Calcium-Chelator bindet an das in frischen Knochen eingebaute Calcium. Dieser
Komplex kann fluoreszenzmikroskopisch auf den Querschnitten des Femurs dargestellt werden.
B Jihrliche Knochenbildungsrate (BFR) in mm?*m? von wt Méusen sowie wt und Gfi/-KO

Méusen mit AML (leu). C Repriasentative fluoreszenzmikroskopische Bilder der Querschnitte.

3.2.13 Erhohte Osteoklastenzahl und-Aktivitat in Gfil-KO Mausen

Bei einer hoherBFR und hoher Porositit in leukdmisch&iil-KO Méausen lag es nahe, sich
schlieBlichdie Osteoklasterktivitat anzusehen. Dafir wurden Querschnitte dendfa, die auf
dieselbe Weise angefertigt wurden wie 86 gefarbten Schnitteauf Tartrate Resistant Acid
PhosphataséTRAP) gefarbt. TRAP ist einEisenhaltiges Enzym, das vor allem in Osteoklasten
vorkommt und ein etablierter histochemischer Marker fur Osteoklasten und ihre Aktivitat ist
(Minkin, 1982) Die Farbung wirde durch Ulrike Kelp der AG Tuckermann am Institut fur
Molekulare Endokrinologie der Tiere in Ulm durchgeflil@steoklasten sindls multinukleére rot
gefarbte Zellen im oder am Rand des KnoclmnerkennerfAbbildung 23B). Untersucht wurden

wt und Gfil-KO Mause ohne Leukd&mie sowie wt uGdil-KO Mause mitMLL-AF%-induzierter
Leukamie Pro Maus wurden vier bis sechs Schnitte ausgewertet.

GesundeGfil-KO Mause hatten siebenmal so vi€dsteoklasten pro mtrknochenflache wie

gesunde wt MauseAuch unter leukdmischen Bedingungen wiesen die KnochenGidnKO
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Mausen eineetwa siebefiach hohere Dichte an Osteoklasten auf als die von wt Magsen
Abbildung 23Abbildung 23C).

Die TRAP-Aktivitat wurde ausgewertet, indem der Anteil der vmsaroten TRAP*-Linien
eingefasstefrlachen an deGesamtknochenflache berechnet wurde. Auch hier sah man, dass die
TRAP-Aktivitat der Gfil-KO Mauseunabhangig vom Vorliegen einer AMieutlich ausgepragter
war als die der wt Mause

Bei Mausen ohne AMLwar die TRAP-Aktivitat im Gfil-KO gegenuiber dem wim den Faktor
sieben erhoht In den Knochen vorleukdmischen wt Mausen wurde kaum TRARivitat
gemesserDie leukdmischerifil-KO Mausehatten eine im MediaB4-mal hohere Aktivitat aldie
leuk&mischen wividuse(ns, Abbildung 23D).

Sowohl die Anzahl als auch die Aktivitat desteoklastemvar in denGfil-KO M&usen unabhéngig
vom Vorliegen einer AMLhOher als m jeweiligenwt. Es gabkeinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den gesunden und leukamisGifie¢rKO M&ausen ebenso wenig zwischen
den gesunden und leukdmischen wt Mausen

Die hohe OsteoklasteAktivitdit in Gfil-KO Mausen bei gleichzeitig gesteigerten
Knochenformationsrateletztere lediglib nachgewiesein leukamischesfil-KO Mausen- liefert

eine Erklarung fur die Kombination einer hoheren Porositat und einer gréReren Knochenflache in
Gfi1l-KO Méausen.
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Abbildung 23
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Abbildung 23: TRAP-Firbung —Osteoklastenanzahl & Osteoklastenaktivitiit

A Repriasentative Fotos von transversalen Femurschnitten mit TRAP-Farbung aus wt und
Gfil-KO Mausen ohne und mit AML (leu). B Beispiel fiir Osteoklasten (v ). C Anzahl der
Osteoklasten pro mm’ Knochenanschnitt. D Anteil der TRAP-Indikator-gefiarbten
Knochenfldche an der Gesamtflache des kortikalen Knochens.
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4  DISKUSSION

4.1 INVITRO DATEN

4.1.1 Die Gfil-Expression in MSPC scheint vorteilhaft fur AML-Blastenzu sein

Die Idee dieses Projektéeruhtauf derBeobachtunginsererArbeitsgruppe dass immortalisierte
MSPC von Patienten mit einer AML mel&fil exprimierten als MBC aus dem KMvon Patienten

mit einem Lymphom ohne KMBefall. Dass eine solche Veranderung sich zutgamsler AML-
Blasten auswirkt, liefsich aus dem darauffolgenden Experiment ableiten. In der Kokultur von
murinen AML-Blasten der Linie C149&FP mit MSPC oder AMSPC hemmte der KO \@ifil in

den AMSPC die proliferationsfordernde Wirkung auf die AMlasten deutlich.Dabei ist zu
berticksichtigen, dass die AMSPC aus Mausen stammten, die aufguidsitensgensNup98
HOXD13 eine AML entwickelten,fir die vorliegende Arbeithingegenmit der MLL-AF9-
Transduktion hauptsachlich ein anderes Mbgenutzt wurde.

4.1.2 Eigenschaftender untersuchten stromalen Zellpopulation- MSPC

MSC sind definiert durch ihr adhérentes Wachstum auf beispielsweise ®astikachen und
durch ihre Fahigkeit in Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten auszudiffereiengnici

et al., 2006)Aul3erdem tragen einige Oberflachenmarker zur Identifikation von MPSC bei.

Die in dieser ArbeitdargestellterDifferenzierungsassays konnten nachweisen, dass @aigaus
murinen Knochen und Knochenmark gewonnenen mesenchyi@ellem zur Differenzierung in
Osteoblasten und\dipozyten fahig sind. Es konnte nicht gezeigt werden, dagle murinen
mesenchymalekultivierten Zellen zu dieser Differenzierung fahig simdies istvermutlich darauf
zurlickzufuhre, dassdie Zellen zum Zeitpunkt der Differenzierungsassaysseiven Passage funf

und elf warenFur humane MSC ist beschrieben, dass kultivierte MSPC sich von frisch isolierten
MSPC unterscheiden und schon ab etwa der funften Passage die Fahigkeit zur Differenzierung
abnimmt (Bonab et al., 2006) Es ist ferner bekannt, dass MSC ihr adipogenes
Differenzierungspotential langer behalten als ihr osteogenes Differenzpategtial(Y. K. Yang

et al., 2018)Ein weiterer moglicher Grund fur die mangelnde Ausdifferenzierung ist, dass die Osteo
und AdipaDifferenzierungsassayaifgrund des notwendigen Transportes von Montreal nach Essen
mit zuvor eingefrorenen und wiederkultivierten Zellen durchgeriihrt wurden. Féindigzenn vitro
Experimente wurden bis auf eine Zelllinie primare MSPC ohne zwischenzeitliches Einfrieren
benutzt entsprechend in niedrigeren Passagedem kénnte eine Kontamination mit Zellen einer
unbestimmten Linie vorliegen.

Auch wenn eine eindeutige Zuordnung der untersuchten Zellen zu MSC oder bestimmten
Progenitoren mit den durchgefiihrten Experimeatedem entsprechenden Zeitpunktht mdglich

war, so handelt es sich definitiv um stromale Zellen aus Knochen und Knochenmark. Die Plastik

Adhdrenz war gegeben und die OberflacMarker schlossen eine Zugehdrigkeit zu
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hamatopoetischen Zellen aus, da die MS@PRulationen CD4Begativ waren und zudem fir
typische MSGMarker wie CD44, CD29, CD51 und Stapositiv. Wir gehen also aufgrund des
mangelndenibergreifendeMNachweises eines pluripotenten Differenzierungspotentiales von einer
heterogenen Population mesenchymaler ZeHlan, weshalb von mesenchymalen Stanumd

Progenitorzellen (MSPC) gesprochen wird.

4.1.3 Osteogene Differenzierung irGfil-KO MSPC und NUP98-HOXD13 AMSPC

In der Expression von Sdaunterschieden sich die MEFPopulationen. Zwar exprimierten alle
diesen Oberflachenmarker, jedoch wiedenMSPC ausGfil-KO Mausen eine schwachere Skea
Aktvitat auf. In murinen Schadelknochen konnte gezeigt werden, dass MSPC det-I8mh
positiven Fraktion vor allem in Adipozyten differenzieren, wahrend die MSPC mit niedrigdr Sca
Expression chondrogen und ogtea ausdifferenziere(Steenhuis et al., 2009; Steenhuis et al.,
2008) Die niedrige Expression von Staauf Gfil-KO MSPCkoénntedaher flir eine beginnende
Differenziaung in die ostegeneLinie sprechenEine vollstandige Differenzierung in Osteoblasten
scheint hingegen durch das Ausschalten @& nicht zwingendausgel6st worden zu sein, da die
Bglap-RNA-Expression nur in einem Ansatz erhtht wand Osteocalcin vor allem in reifen
Osteoblasten vorkommt

Hingegen wieseNUP98-HOXD13MSPC eine deutlich vermindertglap-Expression auf und
auch wahrend des Osteodifferenzierungsassays stieg sie in keinem Ansaimiemwar eine
tendenzielle Erhéhung von Osteopontin gegeniiber dem wt zu sedpemglichesauch in unreifen
Zellen der osteoblastischen Linie exprimiert wifdies deckt sich mitBeobachtungeraus
verschiedenen Publikationen, in denen zwar eine Steigerung der Osteodifferenzierung-in AML
assoziierten MSPC nachgewiesen wurde, jedoch auch ein Differenzierungsblock vor der Ausreifung
zureifen OsteoblastefBattula et al., 2017; Frisch et al., 2012; Krevvata et al., 2014)

4.1.4 Mitochondriale Funktion unter dem Einfluss von AML und Gfil-Defizienz

Wir beschrieben eine erniedrigte basale mitochondriale Atmun@fileKO MSPC gegenliber wt
MSPC. Auch die respiratorische Reservekapazitat war gering&filnRKO MSPC (ns). Nach
Kokultur mit AML-Blasten nahm die basale Atmung der wt MSPC tendenziatli und die
respiratorische Reservekapazitdt nahach Kokultur mit Lin KM-Zellen und AML-Blasten
deutlich ab. Bei derGfil-KO MSPC waen hingegen nach Kokultur mit denselben Zellen ein
tendenziekr Anstieg der basalen mitochondrialen Atmung sowie eine unverénderte respiratorische
Reservekapazitat zu beobachten.

Uber dieAuswirkungen deinteraktion von AML:-Blasten und Stronzallenauf deren Metabolismus

ist bisher wenig bekannBeziiglich der AML:Blasten ist eia Anfalligkeit fir oxidativen Stress
beschriebender wahrscheinlich daher rihrt, dasie ihre Energie hauptsachlich aus oxidativer
Phosphorylierung bezieheranders als viele andere Krebszellen, die entsprechend dem Warburg
Effekt aerobe Glykolyse betreib€iander Heiden et al., 2002 udem wurde bei AMLEBlasten
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eine Steigerung der mitochondrialen Masse gegentber HSC beol&sttkanthadevan et al.,
2015) Eswurde ein Transfer von Mitochondrien aus MSC in Allasten beschrieben, der die
erhbhte mitochondriale Masse in AMRlasten erklart und den Blasten eine schnellere
Energieverwertung sowie einen Uberlebensvorteil, insbesondere unter Chemothgeaiert
(Moschoi etal., 2016) AuRerdem konnen durch die gesteigerte oxidative Phosphorylierung mehr
ROS entstehen und es ist bekannt, dass Alésten ROS in MSPC im KM erh6hen. ROS sind ein
Treiber des mitochondrialen Transfékéarlein et al., 2017)

Moglicherweise zeigerdie wt MSPC wie beschrieben nach Einzelkultur eihé@here basale
mitochondrialeAktivitat sowie eine héhere Reservekapazdbt nach Kokulturweil sie einen
mitochondrialen Transfer zu AMBlasten und LinKM-Zellen wahrend der Kokultur zulieR3en
wohingegen vorGfil-KO MSPCwahrend der Kokultukein mitochondrialer Transfestattfande

Denn eine erniedrigtbasale undnsbesonderenaximale mitochondriale Atmungach Kokultur
kannals indirekter Markeeiner verminderteAnzahlvon Mitochondrien inMSPCgesehen werden.
Eine mogliche Erklarung fir die konstante mitochondriale Funktion nach Kokultur bietet die
Beobachtung, dassfil-KO-MSPC vornehmlich osteogen differenzieren. Es wuydschrieben,
dassin MSPCmit der osteogenen Differenzierung die mitochondriale Masse und mitochondriale
Aktivitat bzw. die oxidativePhosphorylierungteigen(Forni et al., 2016; Shares et al., 20MEnn
Zellen der osteogenen Linie selbst vermehrt Mitochondrien benétigae.es moglich, dass ein

geringerer Transfer von Mitochondrien stattfindet.

4.1.5 DNA-Reparatur unter dem Einfluss von AML und Gfil-Defizienz

Die Ergebnisseder vorliegendeny H 2 AmxmunfluoresendJntersuchung von murinen MSPC
wiesendarauf hin, dass imt AMSPC nachKontakt mit dem AML:Blasten dieDDSB-Reparatur
beeintrachtigt ist und dass in AN¥S im Vergleich zu MSPCdie Kontaktzu gesunde KM-Zellen
hatten,auch ohneEinwirkung einesextern@ schadigende Faktos wie ionisierende Strahlung
vermehrt DNASchadervorliegen

Zwarwiesen GfiIKO MSPC im Schnitt alsdieiegtsprechended wNSPCo ci a
die DDSB-Reparatur inGfil-KkO MSPClief nach Einzelkultur und Kokultur mit LiZellen aber
auchlangsamer ab als in den entsprechenden wt MSPC, nach zwei Skomeekein Plateau
erreicht werden Die Dynamik der FoeAnzahl pro Zelle ist aussagekraftiger als die
durchschnittliche FoeAnzahlder Grupperzu vergleichen, auch weil eine hohe Streuung vorlag.
Eswurdefur HSC undLymphozyten bereits gezeigiass Gfil fur eine effiziente DDSBeparatur
notwendig istZum einen begrenzt Gfil dgb3-Aktivitdt und verhindert somit die Einleitung des
programmierten Zelltodegum anderen vermittelt Gfil die Methylierusrgvon MRE11 und 53BP1
durch die PRMT1, dielazu beitragen, daske Proteine ihre Funktion in der HR bzw. dem Non
Homologous End Joining erfillen konngthandanpour et al., 2013; Vadnais et al., 20E8konnte

auch gezeigt werden, dasis KO vonGfil in HSCvermehrt zu Apoptose nach Bestrahlung fuhrt
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und dass myeloische Zellen mit ein€fil-KO eine verstarkte Expression progpaiischer Gene
aufweisenFraszczak et al., 2018; Khandanpour et al., 2011)

Bei der Interpretation der Dateist zu bericksichtigen, dass die MSPC eine heterogene
Zellpopulation bilden.So sahen &re et al. in ihren Experimenten zur Radioresistenz in
kommerziell erworbenenMSC verdichen mit ha&matopoetischenellen eine Stunde nach
Bestrahlung e i-Signagund nitprgméren MSE ih deKImmunfluoreszenz vermehrt
vy H2 AF&ci(Sugrue et al., 2013)

Die Wichtigkeit von Gfil furdie DNA-Reparatur irMSPC ist noch zu klaredSPC exprimieren
wenigerGfil als HSC oder Lymipozyten, mit der Differenzierung nimmt défil-Gelalt weiter ab
(Geissler et al., 2018pa in allen Zellen DDSB auftreten, jedoch menige ZellartenGfil stark
exprimieren, wird davon ausgegangen, dass andere Proteine dessen Funktion ersetzen kdnnen

(Vadnais et al., 2018Pies muss bei der Interpretation der vorliegenden Ergeldresiseshiverden.

4.2 INVIVO DATEN

4.2.1 Aussagekraft derkKnochenzell-Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrider zellularen BestandteitrmahleneRohrenknochen wurde nach dem
Vorbild mehrerethamatologischeForschungsgruppeangewand{Schepers et al., 2013; W. Wang

et al., 2016)Wir fuhrteneine Validierungmit weiblichen wt M&use aus den Altersgruppen <100
Tage und >160 Tagaurch in derdie in weiblichendlterenMausen bekanntermalRen auftretende
Osteoporose oder Osteopeitilger eine verringerte Stromazellzahl und GB&zahl naclgewiesen
wurde(Glatt et al., 2007)

Unter dennichtendothelialenCD45, Lin- und CD3" Stromazellenwar eine gréRereCD51 und
ScalPopulationDiese konnten HE-gefarbten Zytospins dgesorteterzellen aus diesem Gatds
heterogene Population aus Knochensplittern und verschietiémestopoetischen Zellatefiniert

werden Folglich konnten hamatopoetische Zellen und azelluldre Knochenfragmente nicht
vollstandig exkludiert werdenieitere Variablen, die sich auf die gemessene absolute Zellzahl
auswirken, liegen in der recht aufwandig@nfbereitung der Knochen. Zum Ausspiilen des
Knochenmarkes aus den Réhrenknochen wurden die Epiphysen abgeschnitten. Wie viel von den
Metaphysen oder der Diaphyse dabei reseziert wurde, ist aufgrund der geringen GroR3e der Knochen
variabel In den weitererSchritten wie MérsernFiltern und mehreren Zentrifugationen werden
weitere Zellverluste entstanden sdilm einige der oben erklarten Variablen auszuschalten, wurde

in den Durchflusszytometriewon Knochengewebeor allem derAnteil der OBC an der Stroma

Zellpopulationbetrachte.

4.2.2 Repression osteogener Faktoren durch Gfil
Die Knochenvon Mausen mit einem KD von humane@fll oder einem KO vorifil enthielten

signifikant mehr OBC als die jeweiligen Kontrollen mit normaB#rl-Expression. Dies war nicht
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nur anteilig am Stroma, sondern trgtd3ereiStreuung auch in absoluterlZzahlen zu beobachten.

In verschiedenerPublikationenwurde einrepressiverEffekt von Gfil auf osteogene Faktoren
nachgewiesen. Gfil reprimiadte Runx2Genexpressinin MSPC der Transkriptionsfaktor sorigt

jungen Osteoprogenitoren fur die Expression weitere osteogener Pi@thoeiza et al., 2011)
Daruber hinaus reprimiert Gfil au@ppl(Osteopontin)welchesin der Proliferationsphase von
Osteoprogenitoren und in der Mineralisierungsphase von Osteoblasten exprimiert wird und fir die
Interaktion mit der extrazellularen Matrix sowie zur Calciumbindung notwendigMang et al.,

2016) Es ist auRerdem eine Uberexmies von Osteopatin-Isoformen in mononukkren
Knochenmarkzellen von Patienten mit AML beschrieben und es wird angenommen, dass
Osteopontirzur Chemeherapieesistenz in der AML beitrdagMirzaei et al., 2017)in vitro konnten

wir keine signifikante Steigerung deunx2 oderSpptExpressiordurch einerGfil-KO in murinen

MSPC feststellen. Auf die eingghrénkte Aussagekraft aufgrund der zu erwartenden veranderten
Genexpression in Kultur wurde bereits eingegangen. Frisch isolierte Stromazellen aus Knochen und
Knochenmark vorGfil-KO Mausen auf ihr&Runx2 und SpplExpression zu untersuchen, ware

sinnvoll, um die These weitergehend zu tGberprufen.

4.2.3 MLL-AF9-transplantierte M&use entwicketen eineAML , Blutbildinterpretation

Etwa drei Wochen nach sekundarer Transplantation Mbh-AF9-transduziertenKM-Zellen
wiesen die Mause verschiedeneSymptome einer AML wie Aktivitditsminderung und
Bauchumfangsvermehrung als Hinweis auf ditepatosplenomegaliauf und es konnten in der
anschliel3enden Analyse Nachweise der AML erbraehtien. Eswurden bei allen transplantierten
MéausenGFP MLL-AF9-Zellpopulationen im peripheren Blut, im KM und in der Milz detektiert
Die morphologische KMDifferenzierung von Zytospins wies einen Blastenanteil 86:97%,
durchschnittlichetwa 90%im KM leukamischer wt un&fil-KO Mause nachim peripheren Blut
wurde ein a@hnlich hoher Anteil von Blasten ausgemacht.

Es fiel auf, dass iGfil-KO Mausen mit Leukamie der Blastenanieil Blut bei der manuellen
Differenzierung etwas geringer war als im wt, der Anteil GE®len war m peripheren Blut von

wt Mausen imMedian fastandethalbmalso hoch wie inGfil-KO Mausen. Beide Unterschiede
warennicht signifikant.

Auch die im Hamogramm bei allen leuk&dmischen Mausen erfasste Leukozytose stitzt den Nachweis
einer AML. Im Hamogramm wurden auferdem eine Anamie und eine Thrombopenie in allen
Méausen mit Leukdmie dokumentiedudem wardurchflusszytometrisch die Neutropenie im KM
aller leukdmischen Maussichtbar Diese Panzytopenie ist auf djestorte Harmopoese bei AML
zurlickzufuhren

Mittels durchflusszytometrischer Untersuchung des KM auf die lymphatischen M22&€, CD8a

und CD4 konnte die durclilas FusionsgemLL-AF9 ebenfalls mdgliche Entstehung einer
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lymphatischeh.eukdmie ausgeschlossen werden, folglich ist das Modell fur den Zweck dieser Arbeit
geeignet.

Es wurde eine Vervielfachung der-GMac-1*" Zellpopulationen in Milz und KM der leukamischen

wt und Gfil-KO Mausen festgestellSie wird als eine hochproliferative und invasive Monozyten
ahnliche unreife myeloische Zellpopulation beschriefgdrandanpour et al., 2011; L. Yang et al.,
2007)und enthalt wahrscheinlich auch myeloische Blasten, insbesondere in degerhigzten
Modell, daMLL-AF9 haufig eine AML vom monozytaren Typ ausl{&aslini et al., 2000)

4.2.4 Das symptomfreie Uberleben nach Transplantation

Nach Transplantation déiLL-AF9-Leukamiezellermussten digsfil-KO Mauseim Median drei
Tagefriher euthanasiemwerdenalsdie wt Mause Die wt Mause wurden im Median nach 22 Tagen
symptomatischDer Unterschied war nicht signifikarih einer Publikation unserer Arbeitsgruppe
ist ein Uberlebensvorteil voGfil-KO Mausen gegeniibeésfil-wt Mausen imNUP98HOXD13
trasgenen AMEModel beschrieben (AMatary, 2016)Dabeiwar keine Bestrahlung erfolgt.

Nach subletaler Bestrahlung hingegeerbenGfil-KO Mauseauch ohne AMLvermehrt weil Gfil
HSC vor stressinduzierter Apoptose schitzen scheiihandanpour et al., 2011pa die Mause
nach Bestrahlung mit KM transplantiert wurden, das zu tUber 909BUsAF9-/ GFRpositiven
Blasten bestand, waren die Mause auf HSC angewiesen, die der Bestrahlung staridéietianh
muss der Uberlebensnachteil d&fil-KkO Mause nicht zwangslaufig auf ein schnelleres
Voranschreiten der AML zuriickzufihren sein.

4.2.5 Geringere Infiltration extramedullarer Organe durch AML bei Gfi1l-KO Mausen

Bei den leukdmischen Mausen war das Milzgewicht sielierachtmal grof3er als das Milzgewicht
in der Kontrollgruppe. Die Splenomegalie zeugt von reingltration leuk&mischer Blasten in die
Milz, die wir durchflusszytometrisch nachweisen konnt&mes ist bereits beiMLL-AF9-
transplantierten Mausein unserer Arbeitsgruppe beschrieben worfldones et al., 2016Die
beobachtete Hepatomegalie ist am ehesteweiteres Zeichen extramedullarer Blasteninfiltration
wenn auch die Zellzusammensetzung der vergréRerten Leleemcht untersucht wurde.

Der Verlustvon Gfil in ¢en Empfangermausefund somit auch im Stroma) fuhrkeer zu einer
geringeren Hepatomegalie und einem geringeren A@EP Zellen in der Milz als bei den
transplantiertenwt Ma&usen. Ein  Knockdown von Gfil in den Blasten selbssenkt den
Infiltrationsgrad der AML irMilz und Lebemicht, wie ein Mausexperiment nilransplantation von
MLL-AF9" Blasten au$fil-KD Mausenoderauswt Mause zeigte(Hones et al., 2016)

426 Gfil-KO Mause wiesen mehr OBC auf — mit und ohne AML
Esfiel ein erhdohter Anteian OBCin Gfil-KO Mausenauf, dies war bei Mausen mlieukamie

besonders ausgepragt
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In wt Mausen mit Leukéamie warebsolut sowie prozentugleichviele OBC wie in den gesunden

wt Mausennachzuweisenn mehreren Publikationen ist jedoch besaben, dass AMEZellen zu

einer Ansammlung vor©OBC in der leukamischen Nische figm weil die AML-Blasten eine
osteogene Differenzierung in MSPC induzieren und zugleich die Reifung der Osteoprogenitoren zu
Osteaoblasten mit Mineralisierungsfahigkeit hemr(igaittula et al., 2017; Chen et al., 2020; Hanoun

et al., 2014)Es gibt jedoch auch Untersuchungen, die eine verminderte A@B@lin einem
Mausmodell einer AML beschreibéRrisch et al., 2012)

Die Dichte der Osteozyten pro mim den histologischen Schnitten unterschied sich weder zwischen
wt und Gfil-KO noch zwischen gesund und leukamisch. Allerdings wurde bisher nur eine
Verédnderung in Osteoprogenitorend eine konsekutive Verminderung der Osteoblasten bei AML
beschrieben, jedochicht in Osteozyten(Raaijmakers et al., 2010Eine Quantifizierung der
Osteoblasten liel3 die Qualitat der histologischen Schnitte wegen Absplitterungen am Periost und
Mitnahme endostealer Osteoblasten bei Schrumpfung des Knochenmarkes nicht zu.

4.2.7 Dicker und pordserkortikale r Knochen in leukdmischenGfil-KO Mausen

Die kortikale Knochendickavar in Gfil-KO Mausen mit und ohne AML verglichen mit dem
jeweiligen wt hoher Dies war fur die leukdmischen Mause sowohl im p&$ auch in der
Knochenhistologie zu sehelm der Kontrollgruppevar diesnur in der Histologie zu sehebie
Beobachtung legt nahe, dass nicht nur Osteoprogenitwadern auch reife OsteoblasterGiil-
KO Mausen, insbesondere mit Leukdmie erhoht sind. Wie oben erwahnt (s. Kapifelist
bekannt, das$5fil die Expressionder osteogenen FaktordRunx2 Bglap (Osteocalcin) Sp7
(Osterix)und Spp1(Osteopontinyeprimiert(Y. G. Wang et al., 2016)

Vor diesem Hintergrund unerwartgardie erhdhte kortikale Porositéei Gfil-KO Mauserim uCT
und n den histologischen SchnitterAuch hier war die Auspragung unter leuk&mischen
Bedingungen starkem einem Mausmoddlir schwere kongenitale Neutropenie durchki von
Gfil wurde im trabekuldren Knochemd kortikalen Knocherebenfallseine verminderte Relation
von Knochenvolumen zu Gewebevolumen festgesialitdabei ging ene hohe inflammatorische
Aktivitat bei PathogetkExposition mit erhéhtm Knochenverlust einhefGeissler et al., 2018)
Unsere Daten zeigten zwar keine Veranderungen im trabekuldren Knoch&fiirttO Mausen
gegeniber wt Mauserpndern nur im kortikalen Knochgesist abereine Parallele zum starkeren
Knochenverlust bei inflammatorischer Aktivitainter Gfil-KO zu der hier untersuchten
leuk&mischerAktivitat unter KO vonGfil zu sehenDennmyeloische Neoplasieimduzigen ein
inflammatorisches Milieu in dd€M-Nische(Habbel et al., 2020; Schepers et al., 2013)

4.2.8 Steigerung des Knochenmetabolismus i6fil-KO Mausen mit AML
Der vermeintliche Widerspruch einethdhten Porositat und einethfhten Osteoblastanzahl und

-aktivitat, gemessean derDicke des kortikalen Knochens und angedeutet durch den gesteigerten
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OBC-Anteil in Knochen vonGfil-KO Mausen, liel3 sich mit einem Blick auf die Aktivitat der
Osteoblasten und Osteoklasten aufklaren.

Die BFRwar im kortikalen Knochen voleukamischerfil-KO Mausen mehr als doppelt so hoch
wie in denen von wt Mausen mit oder ohne Leukdmie, dBiR sich nicht unterschiedie BFR

in Gfil-KO Mausen ohne Leukamie konnte mangels verfugb@fehKO Mausen nicht gemessen
werden Eine erhohtBFR ist entweder auf eine Vermehrung von Osteoblasten, auf eine gesteigerte
Aktivitdt derselben oder auf eine Kombination dieser Faktoren zurlckzufuhren. Irbeteits
erwadhntenrMausmodel zur schweren kongenitalen tdepenie war in den Mausen, die zunachst
unter SPRKonditionen gehalten wurden und danach Pathogenen ausgesetzt wurden, eine vermehrte
Osteoblastenzahl und eine gesteigerte Expression von osteogenen Markasilagenl Runx2
Osterixund Spl im kortikalen Knocherzu beobachtenvohingegerGfil-KO Mause, die immer
unter nichtSFRKonditionen gehalten wurdeweniger Osteoblasten und weniger osteogene Marker
aufwiesenals wt MausegGeissler et al.,, 2018Die Gruppe der zunachst unter SlRénditionen
gehaltenen und erst im Verlauf in nicBPF Raume umgesetzt&fil-KO Mause ist besser mit
unserem AMLEModell vergleichbar als die ab Geburt unter niSR~Konditionen gehaltene
Gruppe, weil die Leukédmie in unserem Mbdrich erstm Verlaufinduziert wurde

Neben der erhohtdBFR sahen witin Gfil-KO Mauserinsbesondere ohne aber tendenziell anith
AML eine gesteigerte Anzahl und Aktivitat von Osteoklastemch Geissler et al. beschrieben in
der Gruppe der zunachst unter SRIEann unter nichBPFKonditionen gehaltene@fil-KO Mause
ebenso widei stetig unter SRRonditionen gehaltenen Mauseine gegeniber wt Mausen erhdhte
Anzahl von Osteoklasten und eine gesteigerte Expression von Osteckieatgenen Genen
(Geissler et al., 2018)

Mit dem Nachweis einer gesteigerténochenbildung durch Osteoblasten nebst einer gesteigerten
KnochenresorptiodurchOsteoklastekkanndasgleichzeitigeVorliegen eineierdickung miteiner
gesteigerten Porositat im kortikalen Knochen @é&t-KO Mause erklart werden. Das Fehlen von
Gfil fuhrt also, insbesondere unter Einfluss inflammatorischer Signdiech Pathogenlast oder

Leukamie- zu einem allgemein gesteigerten Knochenstoffwechsel.

4.2.9 Knochenmetabolismus in wt M&usen mit AML

Dass die Osteoklasten und ihre Aktivitat in wt Mausen durch die AML nicht anstiegen, entspricht
Beobachtungen anderer Gruppen. Auch differenzieren &len nicht in Osteoklasten und
Osteoklasten beeinflussen die ANHArogression nich{Frisch et al., 2012; Krevvata et al., 2014,
Schepers et al., 2013)

Unsere Daten zeign keinen Abfall dekortikalenBFR in wt Mausen durch AML. Dies ist kontrar

zur vorherrschendeAnsicht dass AML-Blasten einen Differenzierungsstopp in Osteoprogenitoren
auslosen und die Knochenbildung beeintrachtigt vidsivurde in KM und in Rohrenknochen von

Méausen nach AMLTransplantationsowiein KM-Probenvon AML -Patientereine Reduktiorder
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Bglap (OsteocalciitExpressiorfestgestell{Chen et al., 2020; Krevvata et al., 201@¥steocalcin

wird als Marker fur Osteoblastenaktivitat verwendet

Allerdings konnten wir in zwei von drewt Mausen einen Verlust von trabekuldarem Knochen
beobachten, wie er in der Literatur beschriebeffFigsch et al., 2012; Hanoun et al., 2014; Krevvata
et al., 2014)Die dritte wt Maus mit AML hingegen wies eine erhéhte Trabekelzahl und ein erhdhtes
trabekulare&Knochenvolumen auf. Bei deBfi-1-KO Mausen mit AMLhingegen zeigte zwei von

drei MausereinenAnstiegvon trabekularem Knochenvolumend Trabekelzahl

Bei der Interpretation mussen dheisreierund die geringe Anzahl anReplikatenberiicksichtigt
werden. Jedoch weist die Beobachtimgusammenschau mit dem oben beschriebenen erhéhten
Knochenmetabolismuand insbesondere der erhdhten Osteoblastenaktimit@fil-KO Mausen
darauf hin,dass das Ausschalten v@fil in den mesenchymalen Zellen deeduktion reifer
Osteoblasten durch dAML entgegenwirlen konnte

4.3 BEDEUTUNG DER ARBEIT UND AUSBLICK

4.3.1 Moglicher Nutzen eines KO vonGfil in der KM -Nische bei AML

AML induziert nicht nur eine verminderte Anzahl und Aktivitat von Osteoblagsieter diesen
Bedingungenin der KM-Nische kommt esauch zu eingén rascheren Anwacken der AML im
Mausmodell und das AML-freie Uberleben der M&use ist bei niedriger Osteoblastenaktivitét
verringert(Krevvata et al., 2014Die Beobachtung, dass niedrige SersteocalcifLevel, die eine
niedrige Osteoblastefktivitat anzeigen, mit einer signifikant schlechteren Prognose in Patienten
mit AML einhergeht, unteteeicht die Relevanz von Osteoblastenrigue zielgerichtete Therapie

in der AML (Chen et al., 2020purch Steigerung der Osteoblast#&nzahlmittels eines Serotonin
Inhibitors in einem Mausmodel fir AML konnte nicht nur die Reduktion von trabekularem
Knochenvolumen verhindert, sondern auch die Leukémigression reduziert und die gestorte
Hamatopoese teilweise saniert werflérevvata et al., 2014Fbenso konnte die in der vorliegenden
Arbeit beschriebene Steigerung der Knochenbildurigfih-KO Mausen der LeukdmiBrogression
entgegenwirkenEin Indiz dafur sind die geringeren Zahlen myeloischer Blasten in Milz und
peripherem Blut. Zwar ¢nnten wirhier keinen Uberlebensvorteil va@fil-KO Mausen mit AML
gegeniber wt Mausen zeigémzwei frihererMausnodellen humaner AMlunserer Arbeitsgruppe
aber Uberlebteit5fil-KO Mause signifikant langer als wt Maysseuchwar die Leukamielastm
peripheren Bit und im Knochenmarion Gfil-KO Mausengeringerals in Gfil-wt Mausen(Y. S.
Al-Matary et al., 2016)Begrindet wurde die geringere Leukamielast mit demwandlung von
Makrophagen in AMEassoziierte Makrophagemnter Mitwirkung von Gfil (AMMatary et al.,
2016). Jedoch kénnte wie die vorliegende Arbeit zeigtlie Veranderungen in dessteogene
Nischedurch Ausschalten vor&sfil zusatzlicheFaktoen fur eine geringere Leukdmielast in Gfil

KO Mausenrsein.
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Fur das Multiple Myelom wurde ein KO v@sfil in BMSC bereits als ein mdglicher therapeutischer
Ansatz beschrieben. Nachdem in MSC von Patienten mit einem Multiplen Myelom eine erhthte
Expression vorsfil beobachtet wurde, konnte gezeigt werden, dass ein K@fitrin BMSC in

vitro die MSC resistent gegenlber der OsteoblaRigression durch Mtiple-Myelom-Zellen
macht(D'Souza et al., 2011)

Es ist daher lohnenswert, weitereUntersuchungenanzustrengenob ein KO von Gfil in
Osteoprogenitoren die  Osteoblastenaktivitdt ausreichend erhoht, um eimatglichen
thergeutischen Effekt gegen AMBIlasten zu haben. Dafir waren Mausmodelle mit einem
selektiven KO vorGfil in Osteoprogenitoren geeignet.

4.3.2 Gfil beeinflusst die Regulation des Knochenstoffwechsels

Abseits derhamatologischerrorschung zur AML, tragt diese Arbeit zur Grundlagenforschung
bezlglich des Knochenstoffwechsels bei. Sie bietet h#noweise auf eine zentrale Rolle des
Transkriptionsfaktors Gfil in der Relgtion der Aktivitditvon Osteoblasten und Osteoklasten,
insbesondere im kortikalen Knochen. Bisher ist, unserer Kenntnis nach, nur wenig dartber bekannt:
Gfil wird kaumim kortikalen Knochen exprimieraiber in MSPC und Osteoprogenitonamd die
Gfil-Expression sinkt mit osteogener Differenzier@@egissler et al., 2018\uflerdem hemmt Gfil

die Expression voRunx2und OsteopontinD'Souza et al., 2011; Y. G. Wang et al., 2018)ivo

wurde bisher hauptsachlich die Auswirkung auf den trabekularen Knochen beschrieben und auch nur
unter Pathogehast(Geissler et al., 2018pie Erkenntnisse von Geissler et al. decken sich teilweise

mit unseren. Neu ist jedoch die Beschreibung der erhéhten Porositat und erhéhten Dicke des
kortikalen Knochens sowie die direkten Nachweise einer erhohten Osteoblastenaktivitat Uber die
BFRund einer erhthten Osteoklast&htivitat iber TRARFarbung.

79



5 ZUSAMMENFASSUNG

Das vorliegende Projekt hatte das Ziel, einen Uberblick tber die Auswirkungen des
Transkriptionsfaktors Growth factor independence 1 (Gfil) auf die Stt@uakémielnteraktion bei

akuter myeloischer Leukéamie (AML) zu schaffen. Dies beruhte auf der Beabgcleiner
Uberexpression voGfilin immortalisierten mesenchymalen Stammd Progenitorzellen (MSPC)

aus Patienten mit AML und der Beobachtung, dass das Ausschaltgafitan murinen MSPC

deren wachstumsfordernden Effekt auf eine murine A&éllinie schmalerte. Die weiteren
Analysen offenbarten verschiedene Mechanismen der Interaktion vorBlten und MSPC, die
Gfil-abhéangig sind.Gfil-defiziente murine MSPC wiesen eine geringere mitochondriale
respiratorische Reservekapazitat auf als wildtyp (wt) MSPC, diese blieb aber bei Kokultur konstant,
wohingegen die Reservekapazitéat bei wt MSPC unter Kokulturbedingungen mit gesunden
Knochenmarkellen oder AML-Blasten abnahm. Dies ist ein Hinweis darauf, daf$-knockout

(KO) MSPC mdglicherweise keine Mitoohdrien an AMLZellen transferieren. Bei Betrachtung

der DesoxyribonukleinsauréDNA-) ReparatwKapazitat murineGfil-KO MSPC fiel auf, dass sie
insgesamt weniger DN/&chéaden, gleichzeitig aber eine verlangsamte BRéfaratur gegeniber

dem wt aufwiesen. Die Kokultur mit AMEZellen hatte keine negative Auswirkung auf die DNA
Reparatur deGfil-KO MSPC,bei wt MSPChingegen war die DN/AReparatur nach Kontakt zu
AML beeintrachtigt

Der letzte Teilder Arbeit widmet sich der osteogenen Differenzierung von MERE Nachweis

einer starkeren Population aktiver Osteoblasten sowie der erhdhteralkartid¥icke in GfitKO
Méausen war gut vereinbar mit deorbeschriebenen inhibierenden Wirkung Vv@fil auf die
osteogene Proteinexpressiddass zugleich die Porositat im kortikalen Knochen @iil-KO
Mausen gegeniber dem wt deutlich erhéht war, lie3 sich durch einen insgesamt verstarkten
Knochenstoffwechsel iGfil-KO Mausenerklaren.Sowohldie Knochenbildungsrate als auch die
Osteoklastenzahl und deren Aktivitat waren in Mausen mit eiGdhKO gegeniber dem wt
erhoht.Dies war bei Vorliegen einer AML besonders ausgepragt.

Weitere Effekte des Ausschaltens vB@fil-KO waren eine geringere Infiltration der Milz durch
AML -Blasten und eine geringekHepatomegalie in leukdmisch&fil-KO Mausengegenibewt
Mausen mit AML, wenngleich unserer Versuchsreihe keinen Uberlebensvorteil durcafideiO

ergab

Diese Arbeit zeigt, dass der Transkriptionsfaktor Gfil eine Rolle in der-Aldthe spielt und regt

zu genaueren Untersuchung seiner Auswirkungen auf stromale Zellen an.
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7 ANHANG

7.1 ZUORDNUNG DER M AUSE zU EXPERIMENTEN , FUR DIE SIE VERWENDET WURDEN

Tabellel2 Liste der wt Mause im Leukamiemodell mit Kontrollen

Mausnr. | Gfil | Leu | Irr. | FACS | HG | Gew. | FACS | uCT | Histo | BFR
KM/MI bone
110239 | wt - - X/X - X - - - -
110240 | wt - - XIX - X - - - -
110250 | wt - - XIX - X - - - R
110255 | wt - - -I- - X X - - -
110677 | wt - - x/ - X X - - -
112196 | wt - - XIX - - X - - -
112598 | wt - - XIX - - X - - -
112194 | wt - - XIX - - X - - -
112597 | wt - - XIX - - X - - -
115235 | wt - - X/X X X X - - -
115251 | wt - - X/X X X X - X -
115247 | wt - - X/X X X - - X -
120062 | wt - - -I- - - - - X -
110822 | wt - X -I- X X X X - -
111110 | wt - X -I- X X X X - -
111072 | wt - X X/X X X X X - -
112526 | wt - X X/X - X X - - X
112527 | wt - X X/X - X X - - X
111775 | wt - X X/X X X X - - X
112270 | wt - X X/X X X X - - X
111080 | wt X X -/- X X X X - -
111284 | wt X X -I- X X X X - -
111108 | wt X X X/X - X X X - -
112211 | wt X X X/X X X X - - X
112110 | wt X X X/X X X X - - X
112524 | wt X X X/X - X X - - X
112525 | wt X X X/X - X X - - X
115229 | wt X X x/- X X - - X -
115233 | wt X X X/X X X - - X -
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Tabellel3 Liste der GfitKO Mause im Leukamiemodell mit Kontrollen

Mausnr. | Gfil | leu irr. FACS |HG | Gew. | FACS | uCT | Histo | BFR
KM/MI Kno
115245 | KO - - X/X X X X - X -
115232 | KO - - x/- X X X - X -
115250 | KO - - -- - - - - X -
111189 | KO - X X/X X X X X - -
110809 | KO - X X/X X X X X - -
110955 | KO - X X/X X X X X - -
110518 | KO X X X/X X X X X - -
110519 | KO X X X/X X X X X - -
110520 | KO X X -/- - X - X - -
112489 | KO X X X/X X X X - - X
112490 | KO X X X/X - X X - - X
112514 | KO X X X/X X X X - - X
115234 | KO X X X/X X X - - X -
115231 | KO X X X/X X X - - X -
Legende zu Tabelle2lund 13:

- leu: Leuk&mie (LL-AF9) - HG: Hamatogramm (maschinell)

- irr: bestrahlt - Gew.: Korpet, Milz- & Lebergewicht

- FACS KM/MI bzw. Kna - UCT: Micro-Computertomographie

Durchflusszytometrie Knoclmenark / - Histo: Histdogiepraparate defemora

Milz bzw. Zellen d. R6hrenknochen

BFR: Knochenformationsrate

7.2 ZUORDNUNG DER DURCHGEFUHRTEN STATISTISCHEN TESTS zU DENABBILDUNGEN

Tabellel4 Liste der verwendeten statistischen Tests

Abbildung | St u d ¢ Mann Einfache \arianz | Kruskal Wallis& Log

T-Test | Withney Test analyse& DunnBon-ferroni Rank
TukeyTest Test Test

1A X

1B X

3B X

4 A-H X

5GCD X
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8C-D X

10A-C

10D

12 B, E

12C

12D, F

13A-C

14A-C

14D, E

14F

15A-D

16 A,C,D

16 B

17A,B,D

17C

19 A-C

19 D-F

21 A-F

22B

23C-D

7.3 SIGNIFIKANZNIEVAUS ZUM VERGLEI CH DER MEHPAXFON-ZBHL

Tabellel5 Signifikanzniveaus beim Vergleich der medianen-Zatil

Vergleich von: 0 Gy 2Gy0,5h 2Gy1lh 2Gy2h
wt / wt+Lin® *x ns ns ns

wt / wt+leu ns ns Fhkx ns
wt+Lin"/ wt+leu ns * Fhkx ns

KO / KO+Lin — ok —— —

KO / KO+leu ns ns * ns
KO+Lin"/ KO+leu | ** ns ns *x
Wi/KO Ns _—— ok —
wt+Lin"/ KO+Lin® | ns ns ns ns
wt+leu / KO+leu ns ns * rkkk

KruskalWallis- und DunnBonferoni-Test
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7.4 GETRENNTE DARSTELLUNG VON BESTRAHLTEN UND UNBESTRAHLTEN KONTROLLEN
Abbildung 24
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Abbildung 24: Getrennte Darstellung unbehandelter und bestrahlter (irr) Kontrollen

0 e
&0 g &
& é\;o\ & %'0\
A Anteil der Mac-17 Gr-1- Zellen, B Anteil der Granulozyten (Mac-17 Gr-17) C Anteil der cKit™
Zellen an kembhaltigen KM-Zellen.; D Korpergewicht in g E Milzgewicht in g; F-H maschinelles
Hamogramm: F Leukozyten / nl Blut G Hb g/ dl H Thrombozyten / nl Blut; I-K Ergebnisse der
Durchflusszytometrie langer Rohrenknochen: I Anzahl der OBC (CD45- Lin- CD31- CD517 Sca-

17) in langen Réhrenknochen. J Anzahl der Stromazellen (CD45- Lin’) in langen Rohrenknochen.

K Anteil der OBC an den Stromazellen (CD45- Lin’) in %.
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7.5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A — Adenin

AG — Arbeitsgruppe

AML - akute myeloische Leukamie
AMSC- AML -assoziiertanesenchymale
Stammzellen

AMSPC — AML -assoziiertanesenchymale
Stamm & Progenitorzllen

APC - Allophycocyanin

BFR - Knochenbildungsrate (englisch: bone
formation rate)

Bglap— boney-carboxylglutamic acid
containing protein

BPO- Benzylperoxid

BV — Knochenvolumen (bone volume)

C - Cytosin

CA — Kalifornien

Ca— Kanada

CD - Unterscheidungsgruppen (englisch:
Cluster of differentiation)

cDNA — complementary DNA

CLP - gemeinsamer lymphoider Progenitor
(commonlymphoidprogenitor

cm-— Zentimeter

CMP — gemeinsamer myeloischer Progenitor
(common myeloig.)

CO; - Kohlenstoffdioxid

d-Tage

DAPI -4 ’ -Di@midin-2-phenylindol
DDSB - DNA-DoppelstranegBruch

DE - Deutschland

DMSO - Dimethylsufoxid

DNA — Desoxyribonukleinsaure
(Deoxyribonucleic acid)

DNase- Desoxyribonuklease

DNTP — Desoxyrubonukleosidtriphosphat

DPBS-Dul becco’s Phosphate

Saline

DTT - Dithiothreitol

EC- Endotheliale Zellen

EDTA - Ethylindiamintetraacetat

F - forward

FACS- Fluorescent activated cell sorting
FCCP- Carbonylcyaniegd-phenylhydrazon
g — Gramm /Erdbeschleunigung

G — Guanin

GBR - Grolbritannien

Gew.— Gewicht

Gfil — Growth Factor independence 1
GFP- green fluorescent protein (griin
fluoreszierendes Protein)

GM-CSF- GranulozyterMonozyten
Kolonie-stimulierender Faktor

Gran- Granulozyten

Gy - Gray

H2AX — Histon 2 AX

Hb — Hamoglobin

HBSS- Hank Balanced Salt Solution
(HBSS) Gibco

HE — HamatoxylinEosinFarbung

hi — hitzeinaktiviert

Histo - Histologie

HOXD13- HomeboxD13

HSC- hamatopoetische Stammzellen
HSPC- hamatopoetische Stammnd
Progenitorzellen

IF — Immunfluoreszenz

IL — Interleukin

IMDM -I scove’s Modified

Medium
IRCM — Institute defRecherches Cliniques

de Montréal
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irr. — bestrahlt (englischirradiated
JAK-STAT - Janus kinase / signal transducer
and activator of transcription

Kas— Kasumil

KD - knockdown (englisch fur
herunterreguliert)

KI — knockin

KM — Knochenmark

KO — knockout

LEPR' — Leptin-Rezeptor positiv
leu—leukamisch / Leukamie

Lin"— Lineage negativ

m —mannlich

M — Molar

MA — Massachusetts

M-CSF- Macrophage colony stimulating
factor

MDS — myelodysplastisches Syndrom
MEMa — Minimal Essential Mediuna
min — Minuten

mm— Millimeter

mM — millimolar

MMA - Methylmetacrylat

Mo — monozytéareZellen

MPP — multipotente Prognitoren

MPS— myeloproliferative Stérung
myeloproliferatives Syndrom

mg— Milligramm

MG — MassonGoldnerTrichromfarbung
MO - Missouri

MRNA — messengeRibonukleinsaure
MSC - mesenchymale Stammzellen
MSPC- mesenchymale Stammnd
Progenitorzellen

MT — Montana

NEC - Nicht endotheliale Zellen (englisch:

non endothelial cells)

NJ - New Jersey

nl - Nanoliter

nm- Nanometer

NPG- NonylphenytPolyethyleneglycol
Acetat

ns— nicht signifikant

NV — Nevada

O, — Sauerstoff

OBC - Zellen der osteoblastischen Linie
(englisch Osteoblastic lineage cells)
OD - Osteogene Differenzierung
0.g.— obengenannt

ON - Ontario

p — Signifikanzwert

PA - Pennsylvania

PBS- phosphate buffered saline
PCR- Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction)

PE- Phycoerythrin

PFA - Paraformaldehyd

P/S— Penicillin, Streptomycin
QC-Quebec

gRT-PCR- quantitative RTPCR

r —reverse

RANK receptor activator of NikB
RANKL - Ligandfiir RANK

RNA — Ribonukleinsaure

RNase- Ribonuklease

ROS- reactive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species)

RPMI 1640- Roswell Park Memorial
Institute 1640 Medium

Runx2— Runtverwandter
Transkriptionsfaktor 2

SBDS- Shwachmann Bodian Diamond
Syndrom

Scal - stem cell antigen 1
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s.—siehe

SCF- Stem Cell Factor

SDF1 - Stromal Cell Derived Factor 1

SPF- special pathogen free

Sppl- secreted phosphoprotein 1

(Osteopontin)

STAT - signal transducers and activators of

transcription

S.u.— siehe unten

T — Thymin

7.6 TABELLENVERZEICHNIS

tg — transgen

TRAP - Tartratresistente saure Phosphatase

TV — Gewebevolumen (Tissue volume)

w — weiblich
wt — Wildtyp
ul — Microliter

um — Micrometer = 16 Meter

MUCT — Micro-Computertomographie
°C - Grad Celsius

Tabelle:-Li ste der verwendeten Medien, Reageldzien,
Tabelle2-Li ste der selbst angesetzten ..Ladsungdnl und
Tabelle3-Li ste der Fluoreszenzantikorper..fiirl5Dur chf
Tabelle4-Li ste der verwendeten Kits ....... i
Tabelle5-Li ste der verwendeten Ve.r.br.auchsmatlér.ialie
Tabelle6-Li ste der verwendeten Maschime.n..undl8Ger dte
Tabelle7Z~Li st e der verwendeten S.o.fit.war.e..........20.............
Tabelle 8- Liste der werwendete Ma u s | i.md..€iceiiiiiininiiiiiiinen. .21
Tabelle9Mduse, aus deren Knochenmark pr.imidr26 Strom

Tabelle10-Pr i mer Sequenzen SYBRGreen / Gene Assay B
Tabelle 11- Protokoll gRT-P C R ..ot e ee e 32

Tabelle 12- Liste der wt Mause im Leukamiemodell&ito n t r o1 1 e n ....ooivveee. .91

Tabelle 13-Liste derGfil-K O Mdus e im Leukidmiemodel.l. mi92.. Kontr
Tabellel4-Li ste der verwendeten statistis.che® Tests.
Tabelle 15- Signifikanzniveaudeim Vergleich demedianen FoeZahl.............................. 93
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