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Erklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift ohne unzuléssige Hilfe Dritter
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die aus
fremden Quellen direkt oder indirekt tbernommenen Gedanken sind als solche kenntlich
gemacht.

Bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Herstellung des Manuskriptes
habe ich keine Unterstitzungsleistungen erhalten.

Weitere Personen waren an der Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht Dbeteiligt.
Insbesondere habe ich nicht die Hilfe einer Promotionsberaterin/eines Promotionsberaters in
Anspruch genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte
Leistungen fir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertationsschrift stehen.

Die Dissertationsschrift wurde von mir bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder
ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehdérde vorgelegt.

Fir die dieser kumulativen Promotion zugrunde liegende Publikation' wurden wesentliche
konzeptionelle, experimentelle, analytische und darstellende Arbeitsschritte durch mich
geleistet. Hierin wurde ich von Herrn Prof. Dr. Hallek und Frau Dr. Nguyen betreut, die
insbesondere auch die finanziellen und strukturellen Ressourcen fir dieses Projekt zur
Verfugung stellten.

Nachfolgend wird mein eigener Beitrag sowie der Beitrag der Ko-Autoren an der Publikation
genauer erlautert:

Die dargestellten experimentellen in vitro Arbeiten wurden mafgeblich durch mich geplant und
ausgewertet. Hierin wurde ich durch Frau Dr. Nguyen supervidiert. Insbesondere etablierte ich
die Anwendung der CRISPR-Cas9 Technologie in verschiedenen Stroma-Zellen in der
Arbeitsgruppe, die zur Generation verschiedener Gen-Knockouts im Rahmen dieser Arbeit
genutzt wurde. Es erfolgte die Generierung der zentralen LYNK® HS-5 und NKtert Zell-Linien,
sowie deren Ko-Kultur mit CLL-Zellen, eigenstéandig von mir.

Auf Basis dieser etablierten Protokolle erhielt ich im Weiteren Unterstitzung in der
Durchflhrung der in vitro Arbeiten durch die technischen Assistentinnen Frau Bohner und Frau
Zolzer, die Experimente unter meiner Planung sowie Anleitung durchflihrten (insbesondere
gPCR-Analysen). Frau Lukas half im Rahmen ihrer Bachelor- und Master-Arbeit sowie einer
SHK-Tatigkeit bei der Durchfihrung von in vitro Experimenten (insbesondere die
Generierung/Analyse von FAP-Knockout HS-5 Zell-Linien sowie Untersuchung von THBS-1-
Uberexpression, CD47-Blockade und JUN-Knockout). AuRBerdem half Herr von Lom im
Rahmen seiner durch Prof. Dr. Hallek betreuten medizinischen Promotion an der in vitro-
Datengenerierung (PBMC-Stimulierung und Messung der Expression von Adhasions-
Molekdilen). Die entsprechenden Experimente wurden von mir geplant und die erhobenen
Daten gemeinsam von Frau Lukas / Herrn von Lom und mir ausgewertet.

Zur zeitnahen Fertigstellung und Revision der Publikation fiihrten Frau Dr. Kohlhas, Herr Dr.
Reinartz und Frau Saggau (alle Arbeitsgruppe Hallek, Klinik | fir Innere Medizin, Uniklinik KoIn)

2



eigenstandig weitere in vitro Experimenten durch. Diese wurden mafgeblich gemeinsam
geplant und von mir ausgewertet. Frau Dr. Zhao und Frau Prof. Dr. Bruns aus der Abteilung
fur Viszeralchirurgie der Uniklinik KéIn stellten Zell-Linien zu Verfigung, die von mir mit Hilfe
zuvor genannter Personen fir in vitro Experimente genutzt wurden.

Die von mir generierten HS-5 Zellen wurden in Kooperation mit Herrn Dr. Haupel und Herrn
Prof. Dr. Oellerich an der Medizinischen Klinik 2 der Universitdtsmedizin Frankfurt
massenspektrometrisch untersucht. Die Durchfihrung der Massenspektrometrie und
Auswertung der Rohdaten erfolgte durch sie. Weitere proteomische, transkriptomische und
epigenomische Untersuchung wurden nach Vorbereitung der Proben von mir in der Core
Facility des CECAD-Instituts sowie dem Cologne-Center for Genomics analysiert.

Die bioinformatischen Analysen dieser Daten erfolgte gemeinsam mit Frau Dr. Rebollido-Rios
(Klinik I far Innere Medizin, Uniklinik Kéln) und Herrn Dr. Abdallah (Bioinformatics Core Facility
des CECAD Institut, Universitat zu Koln). Die Interpretation der Daten erfolgte mafRgeblich
durch mich und Frau Dr. Nguyen.

Herr Dr. Koch (Arbeitsgruppe Hallek, Klinik | fir Innere Medizin, Uniklinik Kéln) fihrte
selbststandig das in vivo Experiment zur Transplantation leukdmischer Zellen in chimare
Mause durch. Die Darstellung seiner Ergebnisse in der Publikation erfolgte durch mich.

Im Rahmen der Revisionsarbeit erfolgte die Analyse von humanen CLL-Lymphknoten mittels
bildgebender Massenzytometrie. Die klinischen Proben wurden von Herrn PD Dr.
Brockelmann (Klinik | fur Innere Medizin, Uniklinik KéIn), Herrn Dr. Lohneis (Hamatopathologie
Lubeck und Kilinik fur Pathologie, Uniklinik Kéln) und Herrn Prof. Dr. Buttner (Klinik fur
Pathologie, Uniklinik Kéln) zur Verfugung gestellt und klinisch annotiert. Herr Bachurski
(Arbeitsgruppe Hallek, Klinik | fur Innere Medizin, Uniklinik KéIn) flhrte die experimentellen
Schritte durch und Frau Rose und Frau Prof. Dr. Bozek (beide Zentrum fur Molekulare Medizin
und Institut fir biomedizinische Informatik, Universitat zu KoéIn) die bioinformatische Analyse.
Diese wurde in enger Kooperation mit mir und Frau Dr. Nguyen geplant und ausgewertet.
Die Ergebnisse der verschiedenen Experimente wurden durch mich zusammengetragen, die
Abbildungen der Publikation samtlich von mir erstellt. Das Schreiben der ersten Manuskript-
Version sowie der Revisions-Schrift erfolgte von mir. Diese wurden im Weiteren durch Frau
Dr. Nguyen, Prof. Dr. Hallek und mich Uberarbeitet und vervollstandigt.

Erklarung zur guten wissenschaftlichen Praxis:
Ich erklare hiermit, dass ich die Ordnung zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis und
zum Umgang mit wissenschaftlichem Fehlverhalten (Amtliche Mitteilung der Universitat zu

Kéln AM 132/2020) der Universitat zu Kéln gelesen habe und verpflichte mich hiermit, die dort
genannten Vorgaben bei allen wissenschaftlichen Tatigkeiten zu beachten und umzusetzen.

Koln, den 08.03.2025

A e Ste,

Unterschrift: Alexander vom Stein
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Abkurzungsverzeichnis

B o 1A 1=T o1 T o PR doppelt refraktare Patienten
ACTAZ .ttt et ettt e s ae e s be e st e e sbeesbeeerbaeenbaeennaeennee engl.: Actin Alpha 2 (Gen-Name von o.-SMA)
Y SRS Akute Lymphatische Leukdamie
o OO PTOUSRSPSRURNE engl.: Activator-Protein 1
APKAF <ottt e antigenprasentierende Krebs assoziierte Fibroblasten
Y o] R PTTRSR engl.: A Proliferation-Inducing Ligand
L I USSR engl.: Assay for Transposase-Accessible Chromatin
AT F ettt e e ettt e e e e e e s bttt e e e e e e e e nteee e e e e e e e e baraeeeeeeeeaaas engl.: Activating Transcription Factor
A 1Y USSP engl.: Ataxia Telangiectasia Mutated
27 PR engl.: B-cell Activating Factor
BlL 2 coiiiiieeite ettt ettt ettt ettt ettt e e e be e e bae e be e et eeebeeeaaae et teenaeesnreeebeesbeeereen engl.: B-Cell Lymphoma 2
BCL 2.ttt ettt ettt et h e bt bt e bt eh e e bt e bt e teea bt eabeeh b e eh b e eheeeheeehe e bt enbeeabeeateeabesatesaeas BCL2-Inhibitor
BOLXLo 1t ttteeteeeteeeieeestte ettt e site e st e e s be e s be e s be e s beeebe e e bae e ab e e sateenateesbeeeabeeeraeeaeas engl.: B-Cell Lymphoma-Extra Large
BCR-ABL....ccceeuuen. Fusionsgen BCR (engl.: Breakpoint Cluster Region) und ABL (engl.:Abelson Murine Leukemia)
2L PSPPSRIt Biglykan
B LK ettt ittt ettt ettt et et e et e e s te e s te e e bee e bee e bae et teeebee s teeebeeebaeenraeens engl.: B Lymphocyte Kinase
21 SRRSO Bendamustin/Rituximab
BT K ettt ettt ettt e e e e e ee e e e e e e e e e abaree et e e e e e e aabreteeeeeee e nrrnaeeeeeeeaannnneen Bruton-Tyrosinkinase
2 I OO OO OO OO OO OO PP P USSP BTK-Inhibitor
L= 7 OSSPSR B Zell Rezeptor
(071 LSRR engl.: Chimeric Antigen Receptor T cell
601 I PSR S engl.: C-C Motif Ligand 19
601 I USSR engl.: C-C Motif Ligand 2
601 I 21 OSSPSR engl.: C-C Motif Ligand 21
01 PSPPSRI engl.: Cluster of Differentiation
CD20-AK .ttt ettt ettt ettt st sa e e bt bt e b e e b e e b e e bt et e et e ea b e eheeeht e e bt e bt e beenbeebeenneeaes CD20-Antikorper
CDA0-L ettt ettt ettt et h e e bt e bt bt e bt e be e bt e bt e at e ea b e ehteeh e e ebe e bt eabeeabeenaeenbeeateens CDA40 Ligand
CHK ettt ettt ettt e et e st e et e bt e e ba e e s ateesateeeabeesateeeabee e baeebeeebteanaaeesateenabeesteeenreen engl.: Checkpoint Kinase
Lot LU 1 SRR engl.: Cellular Jun Proto-Oncogene
I SRR Chronisch Lymphatische Leukdamie
(611 PSSP Chronisch Myeloische Leukamie
COLLAL ...ttt ettt st e e et e et e e aa e et e e s aae e s et e e esbeesa b e e eabeeaabaeenseeebeeenseeesnreennreesas engl.: Collagen Type 1 Alpha 1
(60 2] b TR PRUURRSRRTR engl.: Chronic Obstructive Pulmonary Disease
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0] PSP engl.: c-Src Kinase

O G USSR engl.: Connective Tissue Growth Factor
00 (o I RPN engl.: C-X-C Motif Chemokine 1
(00 (oI 1 0 USSP engl.: C-X-C Motif Chemokine 10
(00 (o I SR engl.: C-X-C Motif Chemokine 12
(00 (oI 1 TSP engl.: C-X-C Motif Chemokine 13
CXCLB..ee ettt eite ettt ettt et e st e st e st e et e e s bee s ba e e bae e bteasabeessteeaaseesabeesabeeensaeensaeensaeenseeas engl.: C-X-C Motif Chemokine 8
(] 12 O SRR Diffus GroRzelliges B-Zell Lymphom (engl.: Diffuse Large B Cell Lymphoma)
(] TSP URPPRRPP Desoxyribonukleinsdure
L1 OO RPUTOUSRRP Epitheliale-Mesenchymale-Transition
EPHAZ ... ettt ettt sttt e st e e e be e et e e e aee e be e et e et teenaee s reenareeans engl.: Ephrin Type-A Receptor 2
[ oJo X OSSOSO PP PR PUPTPPUPPTIN Erythropoietin Rezeptor
ERK ettt ettt ettt ettt et e st st e et e e ba e e ba e e reeenateesaeenane engl.: Extracellular Signal-Regulated Kinase
[ 1Y, TSR engl.: European Society for Medical Oncology
BV ettt ettt h e e h e bt bt e bt e bt e bt ea bt ea b e ehteehteeheenheenhe e bt e bt ebeeatean Extrazelluldre Vesikel
EZIML ettt ettt e e bt bt bt e she e bttt e bt ea b e eabeeateshtesheesheenaeenbeebeea Extrazelluldare Matrix
T I I S PS CLL-Mausmodell mit Expression des Onkogens TCL1 in B-Zellen
Y PP UPUSRT engl.: Focal Adhesion Kinase
FAP ettt ettt ettt e b et e e sttt e e be e s beeebee e baeenaeeenareenarae s engl.: Fibroblast Activation Protein
FOR ettt ettt et ettt et e e ae et e et e et a e e ab e et e e ab e be e teeareebeenteenteearens Fludarabin/Cyclophosphamid/Rituximab
FDZ ettt ettt e a e h b bt e s bt nhe e s he e bt ettt e et e eabeeatesatesaeesaes Follikular Dendritische Zellen
FGR oottt engl.: Fgr proto-oncogene (benannt nach Feline Gardner-Rasheed Sarcoma Virus)
L ettt ettt ettt ettt ettt et e et st e et e e et e e et et et ee e bteeeate et tee e beeeataeebee e baeenaaeeaa et enateesnbaenbeeebaeereen Follikuldres Lymphom
[ TSP engl.: FMS-like Tyrosine Kinase 3
[N SRR engl.: Fibronectin-1
FRZ . ettt ettt ettt h e bt bt s bt e bttt ettt e et e eabesaeesaeenas Fibroblastische Retikulumzellen
FYN ettt ettt e et e st e e e be e e b ae e bt e e at e ettt e sabeennteeereenares engl.: Fgr/Yes Novel Tyrosine Kinase
LG O] e SO USSP engl.: Granulocyte-Colony Stimulationg Factor-Receptor
[0 OSSPSR engl.: Hematopoietic Cell Kinase
H ettt ettt ettt ettt e et e e be e e bee e b et e bae e baeehte et tee st ee e teeabeeanbeeebeeebeeenreeennreanaaeenn Hodgkin Lymphom
[ 3 TP RRS engl.: Hematopoietic Specific Protein 1
[ R TSRS engl.: Human Marrow Stroma Cell Line 5
17N 1Y SRS URRRPR engl.: Intercellular Adhesion Molecule-1
NS ettt e ettt e e ettt e e e ettt eeeeetbeeeeeea—aeeeatbeaeaaataeeaaabaaeaabaeaeeatbaeeaataaeeeatbeaaeaareeeaanne Interferon Gamma
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IGHV ..oeiiiieceecieeies variable Immunglobulinschwerkette (engl.: Immunglobulin Heavy chain variable region)

=4 PP RTRTSRTS Immunglobulin M
TKAF ettt b et ae ettt ettt st s inflammatorische Krebs assoziierte Fibroblasten
LLm ettt ettt h e h e e bt e b e e bt e bt e bt e a bt eat e eh e e bt e bt e be e bt e bt e bt eateeabeehteehaeeheenheenbeebeeaee Interleukin-1
Lo ettt et et eh e bt bt e bt e b e e bt e bt et e e a bt ehbeeh e e eh b e eheesheeehe e bt ebeeabeeabeeatesatesaeas Interleukin-15
Lo 2ttt ettt h e h e bt e b e e bt e bt e bt e a bt ea e e eh e e eh e e bt e bt e ebe e bt e bt eateeabeehteebeeabeenbeenbeebeeaee Interleukin-2
Lo ettt ettt ettt eh e e bt bt e bt e b e e bt e bt e teea bt ehteeh e e eh b e eheeeheeehe e bt e beeabeeabeeabesatesaeas Interleukin-21
[ USSP Interleukin-2-Rezeptor
Lo ettt et h e bt bt e bt bt e bt ea bt ea et eh e e eh s e eh e e beeebe e bt e bt eateeabeehbeeheeaheesheenbeebeeaes Interleukin-4
Lottt ettt h e h e e bt b e e b e e bt e bt ea bt eateeh e e eh e e bt e bt e bt e bt e bt eateeabeehbeebeeaheenbeenbeebeeaee Interleukin-6
2 TSP Interferon regulierender Faktor
ITAM ettt e e e e e e e e e e e e e Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes-Aktivator-Motiv
(LG = PP engl.: Integrin Subunit Beta-1
(I = S PR engl.: Integrin Subunit Beta-2
ITIVE ettt e b e e s beesate e sbeesabeesreeenns Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes-Inhibitor-Motiv
JAK ettt ettt st h e e bt ekt ekt e be e bt et eateeheeehe e bt e be e bt e beebeeateeateeutenbaenbeen Januskinase
KAF et e Krebs assoziierte Fibroblasten (engl.: Cancer associated Fibroblasts)
LK ettt ettt ettt ettt et e et s e e e be e eraeeaae s engl.: Lymphocyte-Specific Protein Tyrosine Kinase
[ SRR engl.: Lymphocyte Function-associated Antigen-1
LI ettt ettt e et e e b e e et ae et e e st e e e teeeabae e beeenaaeeaateennaeesabeeereennte engl.: Leukemia Inhibitory Factor
[ OO PRPR Lipopolysaccharide
LRRCLS ..ttt engl.: Neuropilin-1 and Leucine-rich Repeat containing Protein 15
[ SRS UPTSR Lymphotoxin-Rezeptor beta
LY N ettt et e et e e e ba e e tbe e s teenateesbeeebeeeraeeaeas engl.:Lck/Yes Novel Tyrosine Kinase
Y = SRR engl.: Mitogen-Activated Protein Kinases
Y 2 Gt TSP engl.: Mitogen-Activated Protein Kinase 1
Y SRS PPROt engl.: Myeloid Cell Leukemia-1
Y] (O TSRS engl.: Major Histocompatibility Complex Il
IVIIMIP ettt ettt ettt e st e st e e s et e e e s be e e abaeeabeeebaeeabaeeaaae e s beenaaeesabeenabeeeabeenarae s Matrix Metalloproteinase
IVISZ ettt ettt et et ettt e e e st e e be e et e e e bt e e b ae et ae e st e e e teesbeeebee e taeenbaeenaaeennaes Mesenchymale Stromazellen
IMIYDI88 ...ttt ettt ettt et et e et e s te et e e st e e st e e e ba e e baeenaaeenateesaeenane engl.: Myeloid Differentiation Factor 88
MYKAF et ee e ste et e e sbeeste e sbeesnbeesreeenns myofibroblastische Krebs assoziierte Fibroblasten
NFKB «.veiiteeereeeieeesieeesteeste e sveeeveessvaeenee s engl.: Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Activated B-cells
NKEert.....ocoovveerieerreenieenns engl.: Human Telomerase Catalytic Subunit (hnTERT)-Transfected Human Stromal Cells

9



[N G4 | =] s USRS Naturliche Killerzellen

NLRP3............. engl.: NLR (nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing) family pyrin domain containing 3
N @ 1 USSR engl.: Neurogenic Locus Notch Homolog 1
NOTCHZ .ttt e st e e e e at e e saee e sabeesabeesntaasareas engl.: Neurogenic Locus Notch Homolog 2
PBMCS ...eveeeieeeieecteeeiee e eiee s periphere mononukledre Blutzellen (engl.: Peripheral Blood Mononuclear Cells)
[ 51 USRSt engl.: Platelet Derived Growth Factor
L D1 o 2 C OSSP engl.: Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta
PRS ettt Progressionsfreies Uberleben (engl.: Progression Free Survival)
2 1T G SRR engl.: Phosphatidylinositol-3 Kinase
[ - PR engl.: Paired Immunoglobulin-Like Receptor B
P A ettt ettt et a b sh e bt sheeeheeebe e bt ekt e bt e beeateeatesatesaeeeaeeeheenbeenbean Proteinkinase A
[ SO TSRS engl.: Protein Kinase C-8
L TG PSSP SRPRRRN Phospholipase C Gamma 2
PIMIA ettt et st e bt e e b et e bae et e e ettt e s beenatee e beeebeeenraeenns Phorbol-12-myristat 13-acetat
POSTN Lttt r e s e e s a e e e s e et b e e e s e e e s ab e e e s earae s Periostin
PP2A et e bt e bte e —e e sa bt e e bt e e beeebee e taeeteeesraeentaeenaeenate Protein Phosphatase 2A
L 1 = USRSt engl.: Protein-Tyrosine Phosphatase 1B
RN A ettt ettt ettt e at e bt h e bt e bt e bt e bttt e a bt eateeh e e eht e bt e abeeebe e bt enbe et e eateeaaeshaenheenas Ribonukleinsdure
L2001 SRR engl.: Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor 1
R3] 2 = 1 USRS engl.: Splicing Factor 3b Subunit 1
S ettt ettt ettt h bbbt ettt e a bt a e e eh e e e bt e eh e e eh e e ehe e bt e bt e beeabeeabeeabesatesaeesheenbeenbeebeens Src Familien Kinase
1] o [P PSSP Src-Homologiedoméanen
SHIPL/2ueeeeeeeeeeeeetee e engl.:SH2 Domain-Containing Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase 1/2
SHPL/ 2.t ettt e s eaas engl.: SH2 Domain-Containing Phosphatase 1/2
SIRP=0L ..t itteestee sttt e et et e et e et e e s e e st e e s ate e s teesabeeebaeenbeeebaeenbaeenareennteesaeenate engl.: Signal-Regulatory Protein Alpha
SRC ettt sttt engl.: Src proto-oncogene (benannt nach dem Rous Sarcoma Virus)
STAT ettt sttt et s e s be e s be e e sae e e raeenaree e engl.: Signal Transducer and Activator of Transcription
1) TR engl.:Spleen Tyrosine Kinase
TAKL ettt e et e e e et e e e e be e e eea—aeeeabeeeeaaataeeeabaaaeeatbaeeeataaaeeaareeaeataeaeannnns TGF-B-aktivierte Kinase 1
1O SR engl.: T-Cell Leukemia 1
1 SR Transkriptionsfaktor EB
B USSR engl.: Transforming Growth Factor Beta
THBS -1 ettt ettt te ettt e e st e et e e teeebe e e aee e ateasateesateeaaseesabeeeabeeeabeeenbeessbeenateesabeeenteesbaeenree s Thrombospondin 1
L1 RSN engl. Toll like Receptor
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TLRA ettt ettt ettt ettt e e s e et e e te e e b et e et e e st te e e bt e e beeebee et ae e taeeaateeebeeeabeeabeeebaeenreeeas engl.: Toll like Receptor 4

TIMIIVL ettt ettt ettt s ae e s ae e she e e bt e bt ek e e a b e eabeeabeeab e eat e ehe e ehe e bt e be e beebeebeetesateeae Tumormikromilieu
LI R URRUPTRPRRR engl.: Tumor Necrosis Factor Alpha
UMRD ...ccovveveeeieeenen, undetektierbare minimale Resterkrankung (engl.: undetectable Minimal Residual Disease)
VCAM-1 ..., engl.: Vascular Cell Adhesion Molecule-1, engl.: Vascular Cell Adhesion Molecule-1
WCAN ettt ettt b bt b et et et e e a et ea bt ea e e eh e e eh e e eh e e bt e bt e et e a bt e a b e ea b e eh b e ehee SRt e sheeehe e bt e bt e beeabeeabeeaeesaeesae Versikan
LV =G SRR engl.: Vascular Endothelial Growth Factor
VLA .ottt ettt ettt s e et e e bt e et e e e bae e baeenabe e ttee e beeaabeeenbeeebeeenraaens engl.: Very Late Antigen-4
WWINT ettt sttt e et e e bt e et e e e ae e e s e teesabeesabeesabeesbeeenbeeesaeeseeanaseens engl.: Wingless-Related Integration Site
YES ittt engl.: Yes1 proto-oncogene (benannt nach dem Yamaguchi Sarcoma Virus)
Y R ettt ettt ettt ettt e et e e sttt e et e e e bt e e b ee et eeenhte et teeaatee e beeabeeebaeebeeenbeeenreeenaeennte engl.: Yes-Related Kinase
F 4 A SRS engl.: Zeta-Chain-Assocaited Protein Kinase 70
(o R 1Y SR engl.: Alpha Smooth Muscle Actin
VO T -ZRIIBN. ...ttt e e et e e e et e e e e et e e e eettee e eeabaeeeeatbeeaeetbeaeeaabaeaeetreeaanns Gamma delta T-Zellen
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1. Zusammenfassung
Die chronisch lymphatische Leukadmie (CLL) ist fur ihre Progression auf ein supportives

Mikromilieu angewiesen. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die LYN-Kinase im
Tumormikromilieu (TMM) der CLL wichtig fur die Leukdmie-Unterstitzung ist. Fibroblasten
sind Bestandteil des Mirkomilieus und induzieren eine gesteigerte Proliferation und reduzierte
Apoptose der neoplastischen Zellen. In dieser Arbeit wird daher die Bedeutung und molekulare
Funktion der LYN-Kinase in fibroblastischen Stromazellen des CLL-Mikromilieus untersucht.
In einem chimaren Mausmodell, das nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation eine
spezifische Lyn-Deletion nur in nicht-hdmatopoetischen Zellen tragt, zeigte sich eine
verlangsamte TCL1-Leukamie-Progression. Dies demonstriert die funktionelle Relevanz von
Lyn im nicht-hamatopoetischen TMM. In der Untersuchung humaner CLL-Lymphknoten
verglichen zu gesundem Gewebe zeigte sich eine Uberexpression von LYN in Fibroblasten,
was eine Bedeutung der Kinase auch im humanen Mikromilieu impliziert.

Um diese Funktionen im Detail untersuchen zu kénnen, wurden verschiedene in vitro Stroma-
CLL Ko-Kultursysteme etabliert. Hier zeigten Fibroblasten mit Ablation von LYN eine
verminderte Leukamie-unterstitzende Funktion. Zur genauen Charakterisierung der durch
LYN-Defizienz  verursachten molekularen Alterationen erfolgte die multi-omische
Charakterisierung von Proteom, Phosphoproteom, Sekretom, Transkriptom und Epigenom der
LYNK® HS-5 Zellen. Es zeigte sich eine LYN-abhéngige Reprogrammierung der Stromazellen,
die einem veradnderten Krebs-assoziierte-Fibroblasten (KAF) — Aktivierungsmuster mit
veranderter inflammatorischer Zytokin-Sekretion und extrazellularer Matrix Modellierung
ahnelte. Ahnliche Anderungen konnten an isolierten primaren KAF aus Pankreas-Karzinom
reproduziert werden.

Fir die verminderte Unterstlitzung der CLL-Zellen war insbesondere die Veranderung der
extrazellularen Matrix relevant, speziell die Reduktion des Proteoglykans Biglykan, sowie die
vermehrte Expression von Thrombospondin-1 (THBS-1). Letzteres kann Uber die Ligation an
CDA47 die Apoptose in CLL-Leukamie Zellen auslésen und findet sich im humanen CLL-
Lymphknoten vermindert exprimiert.

Die Reprogrammierung durch LYN-Defizienz umfasst eine verminderte inflammatorische
Signalaktivitat. Insbesondere zeigte sich eine verminderte Aktivitait des AP-1
Transkriptionsfaktors und eine verminderte Expression seines Komponenten c-JUN. Die
Minderung von c-JUN fiihrte mechanistisch zur Disinhibition von Thrombospondin-1 und somit
zur CLL-Apoptose.

Diese Arbeit erganzt das bisherige Wissen zur Funktion von LYN in nicht-hdmatopoetischen
Zellen und identifiziert die neue LYN/c-JUN/THBS-1 Achse. Die klinische Bedeutung von
THBS-1 und LYN als mdogliche therapeutische Ziele im CLL TMM mussen in folgenden

Arbeiten weiter untersucht werden.
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2. Einleitung

2.1 Die chronisch lymphatische Leukamie

Die chronisch lymphatische Leukamie (CLL) ist eine maligne B-Zell Neoplasie, die gleichzeitig
als Nicht-Hodgkin Lymphom sowie aufgrund des leukdmischen Verlaufes als chronische
Leukamie klassifiziert wird. Mit einer Haufigkeit von 4 - 5/ 100.000 Einwohnern pro Jahr stellt
sie die haufigste Leukamie des Erwachsenen in der westlichen Welt dar, und betrifft mit einem
mittleren Erkrankungsalter bei Erstdiagnose von etwa 70 Jahren insbesondere altere, etwas

gehauft mannliche Patienten.??

2.1.1. Klinische Aspekte der CLL

(1) Diagnosekriterien

Die Diagnose der CLL ist definiert als eine Uber mindestens drei Monate anhaltende
monoklonale B-Zell Lymphozytose mit > 5.000 / yl B-Zellen im peripheren Blut, die einen
typischen aberranten Immunphanotyp aufweisen (aberrante Ko-Expression von CD5 mit den
B-Zell Markern CD19 / CD20 / CD23).2* Von der CLL abzugrenzende Sonderformen sind
einerseits das kleinzellige lymphozytische Lymphom (eine nicht-leukédmische Verlaufsform mit
Lymphadenopathie vom CLL Immunphanotyp, jedoch < 5.000 / ul B-Zellen im peripheren Blut
und keine Zytopenien) sowie die monoklonale B-Zell Lymphozytose (eine Praneoplasie mit
monoklonalen B-Zellen vom CLL Immunphanotyp < 5.000 / ul B-Zellen ohne Hinweis auf eine

Lymphadenopathie oder Zytopenien).>®

(2) Symptomatik
Klinisch zeigt sich durch die Akkumulation von malignen, monoklonalen Zellen in den
lymphatischen Organen sowie der Leber eine typische Lymphadenopathie und
Hepatosplenomegalie. Durch die Infiltration des Knochenmarks und Verdrédngung der
normalen Hamatopoese entstehen Zytopenien der anderen Zellreihen mit Andmie, Neutro-
und Thrombozytopenie. Sekundar kann es zu Infektionen und Autoimmun-Phanomenen
kommen. Verschiedene Patienten kénnen sehr unterschiedliche Krankheitsverlaufe zeigen.
Wahrend circa ein Drittel der Patienten einen indolenten Verlauf hat und keine Therapie
bendtigt, kann die CLL auch aggressiver verlaufen. Bei etwa 5% (2 - 10%) kommt es zur
sogenannten Richter-Transformation der CLL in ein aggressives Lymphom (meist diffus
grof3zelliges B-Zell Lymphom (DLBCL), selten Hodgkin Lymphom (HL)), was mit einer
schlechten Prognose einhergeht.”® Die Ausbreitung und die klinische Manifestation der CLL
werden nach der Binet Klassifikation eingeteilt (Tabelle 1), wobei das Binet Stadium C als
Indikation zur Therapie gilt, wahrend die Stadien A und B ohne weitere Symptome engmaschig
verlaufskontrolliert werden kénnen (sog. ,watch-and-wait“ Strategie).
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Tabelle 1: Binet-Klassifikation der CLL. a=cervikale / inguinale / axillare Lymphknoten, Leber, Milz

A >10g/dl und >100.000/ul und <2 Regionen
B >10g/dl und >100.000/ul und >3 Regionen
C <10g/dl oder <100.000/ pl

(3) Prognostische Faktoren

Ein zentraler biologischer Risikofaktor der CLL ist der Mutationsstatus der schweren variablen
Immunglobulinkette (IGHV).*"" IGHV-Mutationen entstehen physiologisch im Rahmen der B-
Zell Maturierung im Lymphknoten-Keimzentrum. Dabei wird der Lokus der variablen Region
des Immunglobulin-Gens durch die sog. somatische Hypermutation verandert, sodass neue
Varianten mit potenziell gesteigerter Affinitdt zum Antigen generiert werden.'? Ein mutierter
IGHV-Status deutet auf eine fortgeschrittenere Reifung der CLL-Zelle im Keimzentrum und
somit einen post-germinalen Ursprung der Neoplasie hin, wahrend ein unmutierter IGHV-
Status eine geringere germinale Reifung und somit eine unreifere Ausgangszelle impliziert.
Neuere epigenetische Analysen bestatigen deutliche Unterschiede in der epigenetischen
Konfiguration zwischen IGHV-mutierten und -unmutierten CLL Proben und bestatigen somit,
dass die Einteilung in IGHV-mutierte und -unmutierte Falle die Ausreifung und epigenetische
Programmierung der CLL gut widerspiegelt."*'® Ein unmutierter IGHV-Status ist mit einer
unreiferen Ausgangszelle und verschiedenen Hochrisiko-Merkmalen, sowie einem
schlechteren Therapieansprechen assoziiert.’

AuRerdem sind insbesondere die zytogenetischen und molekulargenetischen Aberrationen
der malignen Zellen fir die Prognose-Einteilung relevant. In einem Grolteil (bis zu 70%) der
Falle zeigt sich eine zytogenetische Aberration (am haufigsten del13g14 (ca. 50%), del11922
(ca. 15%), tri12 (ca. 15%) und del17p13 (ca. 7%))."?** Wahrend CLL-Patienten mit del13 eine
vergleichsweise glnstige Prognose haben, zeigen Falle mit einer del11 einen rascheren
Progress der Erkrankung, und insbesondere Falle mit einer del17p als Hochrisiko-Alteration
zeigen einen noch friheren Progress. Biologisch liegt letzterem eine Deletion des auf
Chromosom 17p liegenden Tumorsuppressor-Gens TP53 zugrunde. Entsprechend zeigen
auch Patienten mit einer Mutation des TP53 Gens (ca. 8%) einen schlechten Verlauf, wobei
del17p und TP53-Mutationen haufig gemeinsam auftreten.”® Andere rekurrente
molekulargenetische Aberrationen sind Mutationen der Gene SF3B71, NOTCH1 und ATM (auf
Chromosom 11 liegend und daher mit del11q assoziiert),' obwohl diese routinemaRig nicht

fur die Risikoklassifizierung herangezogen werden.
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Der IGHV-Status, TP53-Alterationen (17p-Deletion und/oder TP53 Mutationen) zusammen mit
dem klinischen Binet-Status, B2-Mikroglobulin (als laborchemischer Marker fir die
Tumormasse) sowie das Alter konnten als unabhangige Prognose-Faktoren identifiziert und

im CLL-International Prognostic Index (CLL-IPI) zusammengefasst werden.?'

2.1.2. Therapie

Die Behandlung der CLL hat in den letzten Jahren enorme Fortschritte gemacht. Vor einigen
Jahren bestand die Standardtherapie aus Immun-Chemotherapie (FCR-Schema
(Fludarabin/Cyclophosphamid/Rituximab) oder BR-Schema (Bendamustin/Rituximab)),
worunter sich bereits gute Therapieerfolge zeigten (z. B. in der CLL8-Studie fir FCR ein PFS
von 56,8 Monate und ein 5-Jahre-Uberleben von 78,7%).? In Folge des Verstandnisses
onkogener Treibermechanismen der CLL wie des B-Zell-Rezeptor (BZR) Signalweges sowie
der Uberexpression anti-apoptotischer BCL-2 Molekiile, konnten zielgerichtete Therapien
gegen diese einen verbesserten Therapieerfolg bei gleichzeitig verminderter Toxizitat
ermadglichen. Insbesondere BTK-Inhibitoren (BTK:i: initial Ibrutinib und Nachfolgepraparate wie
Acalabrutinib oder Zanubrutinib) und BCL-2-Inhibitoren (BCL2i: Venetoclax) in Kombination
mit dem CD20-Antikérper (CD20-AK) Obinutuzumab stellen heute die Therapie der ersten
Wahl der CLL dar (vergleiche Abbildung 1).*?* Durch diese Therapien zeigt sich im Grofteil
der Patienten eine gute Krankheitskontrolle tUber viele Jahre. Da BCL2i-haltige Therapien eine
sehr tiefe Remission (mit undetektierbarer minimaler Resterkrankung (engl. uMRD))
ermOglichen, konnen diese in zeitlich begrenzten Therapieregimen eingesetzt werden,
wahrend BTK-Inhibitoren i. d. R. eine Dauertherapie erfordern. Aktuell werden aullerdem
zeitlich begrenzte Kombinationen aus BTKi und BCL2i als Erstlinientherapie intensiv in
klinischen Studien untersucht.?*?® Dabei haben diese Kombinationen eine sehr gute
Wirksamkeit mit hohen uMRD-Raten bei guter Vertraglichkeit. Ob sie eine statistisch
signifikante Uberlegenheit gegeniiber anderen Schemata, insbesondere dem ebenfalls zeitlich
begrenzten Venetoclax/Obinutuzumab-Schema haben, ist aktuell noch Gegenstand klinischer
Studien. Die Kombination von Ibrutinib und Venetoclax ist seit 2022 in Deutschland
zugelassen. Gemal der deutschen Onkopedia- und europaischen ESMO-Leitlinie stellen
sowohl die BTKi-Dauertherapie als auch die zeitlich begrenzte Kombination
Venetoclax/Obinutuzumab  oder  Ibrutinib/Venetoclax ~ empfohlene  Optionen  zur
Erstlinientherapie der CLL dar (Abbildung 1).*** Die Wahl der Therapie sollte
patientenindividuell je nach Komorbiditat, Komedikation und Patientenwunsch erfolgen.
Generell sollten aufgrund eines langeren Ansprechens BTKi bei Vorliegen einer genetischen
Hochrisikosituation (TP53 Alteration oder komplex aberranter Karyotyp), ansonsten aufgrund

der zeitlich begrenzten Therapiedauer Venetoclax/Obinutuzumab oder Ibrutinib/Venetoclax
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bevorzugt werden. Ibrutinib/Venetoclax kann aufgrund der komplett oralen Applikation und
eines vermindertem Tumorlyse-Risikos auch ausschlieBlich ambulant verabreicht werden.**
Eine Dreifach-Therapie aus BTKi/BCL2i/CD20-AK wird aktuell nicht empfohlen, ihr Stellenwert

insbesondere fiir Hochrisikopatienten ist aktuell Gegenstand klinischer Studien.®

Trotz guter Therapieoptionen ist eine Heilung der CLL durch zielgerichtete Substanzen nach
gegenwartigem Kenntnisstand jedoch nicht mdglich. Obwohl potenziell kurativ, wird eine
allogene Stammzelltransplantation aufgrund der hohen Toxizitat, des meist hohen Alters der
Patienten sowie der meist guten Kontrollierbarkeit der Erkrankung durch andere Therapien nur
sehr selten angewendet.*"*? Im Verlauf zeigen sich daher bei vielen Patienten Rezidive der
Erkrankung. Zur Therapie dieser erfolgt in der Zweitlinie der Wechsel von BTKi-Dauertherapie
auf BCL2i/CD20-AK und umgekehrt (Abbildung 1).** AuRerdem kénnen Patienten mit einem
guten initialen Ansprechen auf eine zeitlich begrenzt Therapie (i. d. R. Ansprechen > 3 Jahren)
erneut mit dieser behandelt werden.?® Wie die Zweitlinientherapie nach Ibrutinib/Venetoclax
aussieht ist in Anbetracht der Neuheit dieser Kombination aktuell noch nicht etabliert.
Wahrend BTKi- und BCL2i-haltige Therapien somit gut wirksame Optionen der Erst- und
Zweitlinie sind, ist die Versorgung von Patienten, die bereits mit beiden Substanzklassen
vortherapiert und somit doppelt refraktar (sog. 2R-Patienten) sind, aktuell ungeklart. Durch den
zunehmenden Einsatz der zielgerichteten Substanzen und Kombination dieser in der Erstlinie,
ist zukiinftig mit einem vermehrten Auftreten dieser doppelt refraktaren Patienten zu rechnen.®
Ebenso ist die Therapie der Richter-Transformation gegenwartig unzureichend, sodass
insbesondere in diesen beiden Situationen ein grofer Bedarf an neuen Therapieoptionen
besteht.
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‘m Erstlinie
.
inaktive CLL .

keine Hochrisiko
Konstellation

TP53-Alteration/

symptomatische
aktive CLL

komplexer _—
LELT
e . CIT initial _—
Zweitlinie

BCL2i initial |::

Abbildung 1: Ubersicht tiber die CLL-Therapie.

BTK-Inhibitor BCL2-Inhibtor
Kontinuierliche it i
Therapie zeitlich begrenzte Therapie
Ibrutinib(Obi) Venetoclax Venetoclax FCR
O\ (<65 J.)
AcalabrutinibGOb) | 4obinutuzumab +lbrutinib BR/CIb+0bi (>65 J)
Ibrutinib(:Obi) Venetoclax Venetoclax FCR
(<65J.)
Ac';:::‘"::.mf: b) | | +0binutuzumab +Ibrutinib BR/CIb+Obi (>65 J.)
Acalabrutinib
Venetoclax Venetoclax Idelalisib+
Zanubrutinib +Obinutuzumab +lbrutinib Ritwimab
Ibrutinib
Tbrutinib Venetoclax Doppelt Refraktar
Zanubrutinib +Rituximab
Acalabrutinib
[ osvaen |
Venetoclax
e
+Rituximab + Rituximab Pirtobrutinib
FDA zugelassen
Ibrutinib 1l ? CAR-T Zellen
Venetoclax g
Zanubrutinib +Rituximab Stammzell-
Acalabrutinib transplantation qaispeziﬁsche AK
Ibrutinib
Zanubrutinib
Acalabrutinib

Die Ubersicht wurde Anhand der aktuellen Onkopedia-Leitlinie* erstellt (Stand Marz 2025). W&W:

Watch & Wait; Obi: Obinutuzumab; CIT: Chemo-Immuntherapie; BTKi: BTK-Inhibitor; BCL2i: BCL-2-
Inhibitor; AK: Antikdrper. Erstellt mit Bioredner.com
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2.2 Das Tumormikromilieu der CLL

Zentrale Aspekte der CLL-Pathogenese sind eine moderat gesteigerte Proliferation bei
gleichzeitig ausgepragter Apoptose-Resistenz.® Erstere wird in B-Zellen maRgeblich von einer
Aktivierung des B-Zell-Rezeptor-Signalweges getrieben, in welchem sich jedoch in der
untherapierten CLL im Uberraschenden Gegensatz zu anderen B-Zell Lymphomen kaum
onkogene Treibermutationen finden.'®?° Stattdessen scheint die Aktivierung des BZR und die
Stimulation der Proliferation von Umgebungssignalen abzuhangen. Untersuchungen mit dem
Wasserstoffisotop Deuterium zeigten, dass die Proliferation der malignen Zellen insbesondere
in den Lymphknoten stattfindet.®* Aktuelle Einzelzellanalysen bestétigen, dass sich
proliferierende und aktivierte Zellen ausschlief3lich in den Lymphknoten befinden, wahrend
sich im peripheren Blut ruhende Zellpopulationen nachweisen lassen.*® Die malignen Zellen
teilen sich in den Lymphknoten und schwemmen anschliel3end ins periphere Blut aus, wo sie
einen ruhenden Zustand einnehmen. Auch die Apoptose-Resistenz der CLL-Zellen wird in
Teilen durch Signale in den Geweben geférdert. Neben einer CLL-intrinsischen
epigenetischen und transkriptionellen Dysregulation anti-apoptotischer Proteine wie BCL-2,%~
% induziert auch der Kontakt zu nicht malignen Umgebungszellen deren Uberexpression,
sodass Zellen die frisch aus dem Lymphknoten migriert sind verglichen mit solchen die langer

im peripheren Blut waren, eine erhéhte Expression zeigen.®53°

Entsprechend ist die Interaktion leukamischer Zellen mit dem Tumormikromilieu (TMM) (engl.
Tumor microenvironment (TME)) - der Gesamtheit nicht-maligner, zellularer sowie azellularer
Komponenten in der lokalen Umgebung neoplastischer Zellen - ebenfalls kritischer Bestandteil
der CLL-Pathogenese. Der Vergleich zwischen CLL-Zellen aus dem peripheren Blut und dem
Lymphknoten zeigt, dass die Interaktion mit dem TMM verschiedene proleukamische
Signalwege stimuliert, u. a. den BZR-Signalweg aber auch weitere inflammatorische
Signalwege wie NFkB, TLR, NOTCH und MYC.* Die Abhéangigkeit der CLL-Zellen von diesen
supportiven TMM-Signalen zeigt sich auch beispielshaft an der in vitro Kultur leukdmischer
Zellen: Wahrend isoliert kultivierte CLL-Zellen rasch absterben, kann das Hinzufliigen
supportiver Umgebungszellen (wie Monozyten, T-Zellen oder Fibroblasten) die Viabilitat der
CLL-Zellen uber langere Zeit erhalten.*** Die Proliferation der leukdmischen Zellen in vitro
l&sst sich jedoch nur durch die Kombination verschiedener Stimuli (wie anti-lgM, CpG, CD40-
L, IL-4 und IL-21) induzieren, wahrend die Aktivierung einzelner Signalwege hierzu
unzureichend ist.** Dabei scheint insbesondere die Ko-Stimulation durch den im TMM auf
CD4" T-Zellen exprimierten CD40-Ligand (CD40-L) durch u. a. die Aktivierung des NFkB-
Signalweg zentral fur die Induktion der Proliferation von CLL-Zellen zu sein, ist jedoch isoliert

ebenfalls unzureichend.** Dies verdeutlicht, dass die CLL-Zellen im TMM Teil eines komplexen
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Netzwerk mit verschiedenen Interaktoren sind, das fiir das Uberleben, die Proliferation aber

auch die Migration der CLL Zellen nétig ist.*®

2.2.1. Zellulare Zusammensetzung des Tumormikromilieus

Im Tumormikromilieu der lymphatischen Organe interagieren die Leukamie-Zellen
bidirektional mit verschiedenen umgebenden Zellen wie Makrophagen, T-Zellen, NK-Zellen
oder mesenchymalen Stroma-Zellen (Abbildung 2). Der Austausch wird sowohl durch direkte
Zell-Zell Interaktionen als auch durch sezernierte Faktoren wie Zytokine, extrazellulare Vesikel
(EV) und extrazellulare Matrix (EZM) vermittelt. Hierdurch werden nicht nur die leuk&mischen
Zellen stimuliert und entsprechende Signalwege aktiviert (s. 0. ), sondern es findet auch eine

t.*5 Die leukamischen Zellen schaffen sich so durch

Anpassung der nicht-malignen Zellen stat
die Modulation der Umgebungszellen eine unterstitzende Nische, in der sie proliferieren und
vor Therapie teilweise geschutzt sind.

Beispielsweise zeigt sich durch Kontakt zu CLL-Zellen in vitro eine Polarisierung von
Monozyten des peripheren Blutes zu unterstitzenden ,Nurse-like-cells* - speziell
konditionierten Tumor-assoziierten Makrophagen mit einer Leukd@mie-supportiven M2-
Polarisation.**® Makrophagen im CLL-TMM unterstiitzen die CLL-Viabilitat und regulieren die
Adhasion und das Homing (die gezielte Migration der CLL in die supportiven Gewebe) der
malignen Zellen durch pro-leukdmische Faktoren wie BAFF, APRIL, CXCL12, CCL21 oder
CD2.#%° Da durch die Ablation von Makrophagen im TMM in vivo die Progression der

Leukamie ausbleibt,’"%?

sind diese Zellen unverzichtbare Bestandteile eines supportiven
TMMs und ihre Modulation von therapeutischem Interesse.

Auch CD4" T-Helferzellen im TMM haben wichtige CLL-unterstlitzenden Funktionen. Durch
die Expression von CD40-L sowie die Sekretion verschiedener Zytokine (IL-2, IL-4, IL-15, IL-
21) unterstiitzen sie die CLL Viabilitat in vitro,*® und sie sind gleichfalls eine unabdingbare

[,%* auch

Voraussetzung fur das Anwachsen einer CLL-ahnlicher Neoplasie im Mausmodel
wenn die genauen molekularen Interaktionen unzureichend verstanden sind. Im Gegensatz
dazu fiihrt die Ablation zytotoxischer CD8" T-Zellen im Mausmodell zu einem akzelerierten
Verlauf.* CLL-Zellen kénnen jedoch die Leukamie-restriktive Funktion dieser und anderer
zytotoxischer Zellen wie NK-Zellen oder yd-T-Zellen supprimieren bzw. sich dieser entziehen,
was man als Immun-Evasion bezeichnet.>*® So kommen T-Zellen zwar vermehrt im
peripheren Blut von CLL-Patienten vor, die vorhandenen Zellen zeigen jedoch eine Effektor-
Zell Polarisierung, verminderte Zytotoxizitat und verstarkte Exhaustion. AulRerdem ist die
Bildung einer Immun-Synapse, die fur die T-zellulare Zytotoxizitat erforderlich ist, zwischen T-

Zellen und CLL-Zellen gestort.~>° Auch NK-Zellen zeigen eine verminderte CLL-gerichtete
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Zytotoxizitat.%° Diese Immun-Dysfunktion wird durch die Haufung weiterer immun-suppressiver
Zelltypen wie regulatorische T-Zellen oder myeloide Suppressorzellen bestéarkt.®'62

Schlussendlich spielen auch nicht-hamatopoetische Zellen wie Fibroblasten und
Endothelzellen, sowie die sezernierte extrazellulare Matrix eine Leukamie-supportive Rolle im

Tumormikromilieu, die im Folgenden naher beschrieben wird.

Das CLL Mikromilieu

Hamatopoetische Zellen

CLL-Zellen

S |_—|Makrophagen

Homing Orte

Ay

__[Dendritische Zelle]

Mesenchymale
Stroma Zelle

Endothelzelle

{Extrazellul‘cire Matrix]

Stromale Komponenten

Abbildung 2: Das CLL-Tumormikromilieu.
Ubersicht tber die CLL-Homing Organe und die zellulare Komposition des Mikromilieus in diesen

Organen. Erstellt mit Bioredner.com

2.2.2. Mesenchymale Zellen im CLL-Tumormikromilieu

Mesenchymale Zellen tragen durch die Sekretion von EZM und Zytokinen einen bedeutenden
physiologischen Beitrag zum strukturellen Aufbau, der Organisation und der Homoostase
lymphatischen Gewebes bei.®® Spezialisierte Populationen mesenchymaler Zellen (wie
fibroblastische Retikulumzellen (FRZ) oder follikular dendritische Zellen (FDZ)) zeigen eine
spezifische Verteilung in gesunden Lymphknoten und der Milz mit distinkten,
immunregulatorischen Funktionen. Obwohl diese Zellpopulationen in Folge der Infiltration
durch neoplastische CLL-Zellen insgesamt selten zu finden sind, spielen sie dennoch eine
wichtige Rolle im TMM der CLL.** Da der Phanotyp und der zelluldre Ursprung der
mesenchymalen Zellen im CLL-TMM nur ungenau charakterisiert ist, werden sie haufig
zusammenfassend als mesenchymale Stromazellen (MSZ) bezeichnet. Aufgrund ihrer
relativen Raritdt im TMM stammen die meisten Erkenntnisse zum Phanotyp und Funktion
dieser MSZ aus in vitro Experimenten, wahrend in vivo und humane in situ Daten duferst

selten sind. In der bidirektionalen MSZ-CLL Interaktion lassen sich ,Effektormechanismen®,
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durch die MSZ die CLL-Zellen beeinflussen, von ,Induktionsmechanismen®, durch die CLL-
Zellen die MSZ regulieren, unterscheiden. Beide werden im Folgenden detailliert dargestellt

und sind in Abbildung 3 zusammengefasst.

(1) Effektormechanismen der CLL-Unterstutzung durch Stroma Zellen

Einer der zentralen Signalwege, der in aktivierten CLL-Zellen durch Kontakt zum TMM
stimuliert wird, ist der NFkB Signalweg.>*®® Die Aktivierung von NFkB kann durch verschiedene
Faktoren ausgeldst werden und bewirkt unter anderem die Uberexpression anti-apoptotischer
Proteine, wodurch das Uberleben und die Therapieresistenz der neoplastischen Zellen
geférdert wird.%®%" In vitro zeigte die Interaktion zwischen verschiedenen Stroma-Zellen und
CLL-Zellen einen deutlichen CLL-protektiven Effekt, der zumindest in Teilen durch die NFkB
vermittelte Induktion anti-apoptotischer Proteine (insbesondere BCL-XL und MCL-1) bedingt
war 426870 Zwar tragen auch von MSZ sezernierte Zytokine zur Aktivierung von NFkB bei (z.
B. BAFF, APRIL oder VEGF),**""72 dennoch ist das gesteigerte leukamische Uberleben
maRgeblich von direktem Zell-Zell Kontakt zu den Stroma-Zellen abhangig.**"*>"* Neben der
NFkB Aktivierung ist auch die Interaktion via VCAM-1 auf Stroma-Zellen und konsekutiver
Aktivierung des Transkriptionsfaktors TFEB in CLL-Zellen an der Induktion der anti-
apoptotischen Proteine beteiligt.?® Somit kann der Kontakt zu Stroma-Zellen eine reduzierte
Sensibilitat gegenliber Chemotherapie oder BCL-2-Inhibitoren wie Venetoclax induzieren.®®
Die direkten Zell-Zell Interaktionen von CLL-Zellen und Stroma-Zellen fuhren au3erdem zur
Aktivierung weiterer Signalwege, wie dem NOTCH Signalweg, WNT-Signalweg und der BZR-
Aktivierung.” Es konnte gezeigt werden, dass in einem Teil von CLL-Patienten die Aktivierung
des BZR-Signalweges durch bestimmte stereotype B-Zell-Rezeptoren ausgeldst wird, welche
die stromalen Autoantigene Vimentin und Calreticulin erkennen.’®

Neben der Induktion anti-apoptotischer Signale beeinflussen Stromazellen auch die Migration
und Adhasion der CLL-Zellen und regulieren somit die Kompartimentalisierung und
Komposition des Mikromilieus. Die stromale Sekretion von Zytokinen wie CXCL10, CXCL12,
CXCL13, CCL19 oder CCL21 vermittelt das Homing der leukdmischen Zellen in die
lymphoiden Gewebe.””"®' Dort adharieren CLL-Zellen via der Integrin-Bindung von ITGB-
1/ITGB-2/LFA-1/VLA-4 an stromale Proteine wie FN-1/VCAM-1/ICAM-1, was die Retention der
leukémischen Zellen im Mikromilieu beglnstigt.®>% Die Migration und Retention der CLL-
Zellen ermdglicht die weiteren supportiven Interaktionen mit dem TMM. Die funktionelle
Bedeutung dieser Kompartimentalisierung wird unter anderem durch die therapeutische
Effektivitdt von BTK-Inhibitoren wie Ibrutinib gezeigt, die durch Inhibition der CXCL12

vermittelten Migration und VLA-4-vermittelten Adhasion eine Umverteilung der CLL Zellen aus
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den lymphatischen Geweben in das periphere Blut und das nachfolgende Absterben
leukamischer Zellen bewirken -8

Neben diesen direkten Effekten auf die leukdmischen Zellen beeinflussen die MSZ die CLL-
Pathogenese auch indirekt Uber Effekte auf andere Umgebungszellen im TMM. Durch die
Sekretion von Zytokinen wird die Rekrutierung von Immunzellen beeinflusst, beispielsweise
die Rekrutierung von Monozyten durch CCL2.% Diese immunmodulatorischen Funktionen der
Fibroblasten ist in der CLL - im Gegensatz zu gut beschriebenen Mechanismen in soliden
Tumoren — jedoch bisher kaum untersucht.

T E llula
Uberleben A G

Proliferation

CXCL12
CXCL10

CXCL13

CCL2 . - Jll Direkter
Kontakt

Vimentin/

Calreticulin.

Abbildung 3: CLL-Stroma Interaktionen.
Ubersicht (iber Mechanismen der Interaktion zwischen CLL- und Stroma-Zellen, die zu einem

gesteigerten Uberleben der CLL-Zellen fiihren. Adaptiert nach 454, Erstellt mit Bioredner.com
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(2) Induktionsmechanismen in MSZ durch Kontakt zu CLL-Zellen

Umgekehrt aktiviert die Interaktion zwischen CLL-Zellen und Fibroblasten im TMM auch die
stromalen Zellen, sodass diese eine phanotypische Adaptation zeigen, die der Aktivierung von
Fibroblasten im TMM solider Tumore zu sog. Krebs assoziierten Fibroblasten (KAF) ahnelt (s.
u.).” Dies zeigt sich in situ an einer Uberexpression entsprechender KAF-Marker wie FAP und
a-SMA im Vergleich zu gesundem Gewebe.®>% Diese Induktion von a-SMA und FAP in
Fibroblasten lasst sich in vitro durch den Kontakt zu leukdmischen Zellen reproduzieren.®*-%
Mechanistisch liegt dieser Aktivierung der MSZ durch den Kontakt zu CLL-Zellen die
Stimulierung inflammatorischer Kinase-Signalwege, insbesondere des NFkB Signalweges, in
den Stromazellen zugrunde (zusammengefasst in Abbildung 4). Beispielsweise zeigen Lutzny
et al. die Phosphorylierung und Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase PKC-B  in
mesenchymalen Zellen durch den Kontakt zu CLL-Zellen, was durch die Aktivierung von NFkB
und metabolischer Veranderungen zu einer CLL-supportiven Adaptation fiihrte.**” AuRerdem
aktivieren CLL-Zellen Uber den direkten Kontakt zu MSZ den NOTCH2 Signalweg in diesen,”
und von CLL-Zellen sezernierte Zytokine wie PDGF stimulieren den PI3K/AKT Signalweg.?®
Im Ep-TCL1-Mausmodell kann Lymphotoxin af tber den Lymphotoxin-Rezeptor beta (LTBR)
- ein bekannter Regulator des NFkB Signalweges -*° stromale follikular dendritische Zellen
stimulieren und durch die induzierte Sekretion von CXCL13 die Migration der CLL-Zellen
steuern.'®

Auflerdem scheinen extrazellulare Vesikel an der Aktivierung von MSZ beteiligt zu
sein.%4%3101102 Neben der Ubertragung von miRNAs — kurzen RNA Fragmente mit
regulatorischer Funktion der Gen-Expression - konnte die Ubertragung verschiedener mRNAs
durch EVs auf Stroma-Zellen gezeigt werden, was u. a. zur Transkription von Kinasen wie LYN
und SYK fiihrt."®! Die EVs induzieren auerdem die Phosphorylierung dieser Kinasen wie AKT,
ERK und LYN.%

Zusammenfassend aktiviert die Interaktion zwischen CLL-Zellen und MSZ verschiedene
inflammatorische Signalwege mit der zentralen Aktivierung von NFkB, was zur Aktivierung
einer KAF ahnlichen Signatur in den Stromazellen beitragt. Diese fordert gleichsam die
Produktion inflammatorischer Zytokine und somit die Entstehung eines inflammatorischen
Mikromilieus, das die CLL Viabilitdt, Proliferation, Migration und Immuninteraktion

beeinflusst.*®
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Abbildung 4: Reprogrammierung von Stroma-Zellen durch CLL-Kontakt.
Ubersicht tiber die Mechanismen, durch die der Kontakt zu CLL-Zellen eine inflammatorische Signatur

und KAF-Polarisierung in Stroma-Zellen induziert. Erstellt mit Bioredner.com
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2.3 Krebs assoziierte Fibroblasten

Wie zuvor dargestellt &hneln mesenchymale Zellen im CLL-Mikromilieu in ihrem induzierten
Phanotyp und ihrer Funktion den Krebs assoziierten Fibroblasten (KAF) (engl. Cancer
associated fibroblast (CAF)) solider Tumore, dem haufigsten Bestandteil ihres TMMs. Diese
Zellpopulation umfasst mesenchymale Zellen in der Umgebung maligner Zellen, die durch die
Interaktion mit diesen aktiviert wurden und infolgedessen zentrale Aspekte der Tumorbiologie
sowie die Komposition und Regulation des TMMs beeinflussen.'® Da KAF in soliden Entitaten
deutlich umfassender charakterisiert sind als in hamatologischen Erkrankungen, werden diese
Erkenntnisse hier zusammengestellt um den Vergleich mit den MSZ im CLL-TMM zu
ermaoglichen.

Physiologisch generieren Fibroblasten den Grofdteil des Bindegewebes und tragen
malgeblich zur Gewebe-Homdostase bei. Durch Sekretion von extrazellularer Matrix
regulieren sie die Gewebearchitektur und durch Zytokin-Sekretion die Migration verschiedener
Zellpopulationen. Die Aktivierung von Fibroblasten hat eine wichtige Funktion in der

3

Wundheilung und Koordinierung von Entziindungsreaktionen.'®® Wahrend normale

Fibroblasten und ihre EZM zunachst eine tumor-restriktive Funktion haben kdnnen,!%+1%
werden die physiologischen Wundheilungs-Reaktionen durch neoplastische Zellen
,=ausgenutzt”, sodass die Fibroblasten im Verlauf der Erkrankung zunehmend zu einer Krebs-
unterstiitzenden Zellpopulation umprogrammiert werden.'®® KAF unterstiitzen die Formierung
und Progression von Tumoren und erleichtern deren Metastasierung durch verschiedene
Mechanismen. Die grundlegenden Erkenntnisse zur Funktion und Pathophysiologie der KAF
scheinen (iber verschiedene Tumorentitaten konstant zu sein.'””'% Dies ist wahrscheinlich auf
die Aktivierung physiologischer Signalwege in KAF zurtickzufiihren, da diese im Gegensatz zu
den malignen Zellen keine genetischen Aberrationen aufweisen. Entsprechend kann
angenommen werden, dass auch MSZ im TMM lymphatischer Erkrankungen einige Parallelen
zu KAF solider Tumore aufweisen, auch wenn diese bisher nicht systematisch untersucht
worden sind (siehe Abschnitt 2.3.2.).

Forschungsarbeiten der letzten Jahre konnten insbesondere die Heterogenitat der KAF im
Hinblick auf ihren zellularen Ursprung, ihren Phanotyp, ihre Adaptation sowie ihre Funktion
aufzeigen.'® Diese Heterogenitiat macht eine genaue Definition der KAF schwierig, sodass
meistens alle fibroblastischen Zellen im TMM als KAF zusammengefasst werden.
Entsprechend ist auch die phanotypische ldentifizierung von KAF Uber einzelne Marker-
Proteine/Gene kompliziert. Bisher lassen sich keine einzelnen Marker zur Identifizierung und
Isolation spezifischer KAF Populationen definieren, auf’erdem sind viele der potenziellen

109

Marker auch auf anderen Zellpopulationen exprimiert (z. B. FAP auf Makrophagen),"™” sodass
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immer Signaturen verschiedener Marker zur Identifikation von KAF Populationen genutzt

werden missen.'%

Heterogene Herkunft: Die KAF im TMM solider Tumore kdnnen verschiedenen Ursprungs

sein. Ein Grofiteil der Zellen leitet sich aus Gewebe-residenten Fibroblasten ab, die bereits
eine vorbestehende Organ-abhangige Heterogenitat zeigen.'® Diese werden durch die
Zytokin-Sekretion maligner Zellen und infiltrierender Immunzellen (z. B. TGF-3, PDGF, IL-1,
IL-6) sowie Anderungen der Gewebe-Eigenschaften (beispielweise gesteigerte Hypoxie, freie
Radikale oder Gewebe-Steifheit) zu KAF rekrutiert. Gleichzeitig kdnnen die genannten
Faktoren auch eine Transdifferenzierung lokaler, nicht-fibroblastischer Umgebungszellen, wie
Adipozyten, Endothelzellen oder Perizyten, zu KAF bewirken.' SchlieRlich kénnen auch nicht
ortsstandige Zellen, beispielsweise mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark in

das TMM rekrutiert werden und tragen zum KAF-Pool bei."

Heterogener Phénotyp: Die Analyse von KAF solider Tumore mit modernen

Einzelzellmethoden konnten verschiedene KAF-Populationen mit unterschiedlichem Phanotyp
definieren.'®®'2 Erstmalig erfolgte die Unterscheidung verschiedener KAF-Subgruppen im
Pankreas-Karzinom, wo myofibroblastische KAF (myKAF) und inflammatorische KAF (iKAF)
differenziert werden konnten.'"®""* Diese unterschiedlichen Populationen konnten in dhnlicher
Auspragung in den meisten anderen Tumorentitaten ebenfalls identifiziert werden.'%1%
MyKAF sind EZM produzierend, zeichnen sich u. a. durch Expression des Zytoskelett-Proteins
a-SMA aus und sind rdumlich nah an den malignen Zellen lokalisiert. In etwas gréRerer Distanz
zu den malignen Zellen liegt die Subpopulation der inflammatorischen KAF, die verschiedene
Zytokine (u. a. IL-6 und CXCL12) sezerniert.

Drittens wurden in einigen Entitaten antigenprasentierende KAF (apKAF) beschrieben, die sich
am ehesten von mesothelialen Zellen ableiten und durch die Expression von
antigenprasentierenden MHC-II Molekilen bei gleichzeitigem Fehlen klassischer Ko-
stimulatorischer ~ Molekile  charakterisiert  sind.'™  Funktionell sind sie  mit
immunmodulatorischen Eigenschaften assoziiert, kdnnen regulatorische T-Zellen induzieren
und das Ansprechen auf Immuntherapien modulieren.'®

Weitere Studien identifizieren in verschiedenen untersuchten Entitaten ein breites Spektrum
an weiteren Subpopulationen (z. B. vaskuldre KAF, die mit Angiogenese assoziiert sind,
cyclingkAF mit Expression von Zellzyklus Genen oder Subpopulationen, die die Ursprungs

)106,107,112,117 oder

Zelle wiederspiegeln, wie adipogene KAF oder Endothel-zu-Mesenchym KAF
differenzieren die zuvor genannten Populationen, wie iIKAF und myKAF in weitere

Untergruppen  mit  unterschiedlicher ~ Aktivierung  auf.'™  Eine  abschlieBende
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entitatsubergreifende Klassifizierung der KAF ist noch nicht etabliert, vieles deutet jedoch
darauf hin, dass grundlegende Populationen, Funktionen und Reprogrammierungs-Wege tUber

verschiedene Tumor-Entitaten gleich sind.

Heterogene Funktionen: Entsprechend ihrer divergenten Herkunft und unterschiedlichen

Phanotypen ist auch die Funktion der KAF heterogen. Durch die Produktion verschiedener
Zytokine (wie Wachstumsfaktoren, Interleukine und Chemokine) und extrazellularer Matrix,
aber auch durch metabolische Interaktionen, induzieren KAF einerseits die Proliferation und
Expression anti-apoptotischer Proteine in malignen Zellen und wirken somit Tumor-supportiv.
AuRerdem kénnen KAF die Angiogenese und Metastasierung von Tumoren unterstitzen und
somit zum Fortschreiten der malignen Erkrankung beitragen (ausfiihrlich zusammengetragen
in: 1°%6119) " Andererseits zeigte sich in Depletions-Experimenten jedoch auch eine tumor-
restriktive Funktion bestimmter KAF-Populationen, da sich nach Depletion dieser Populationen
das Tumorwachstum steigerte.'?%12’

Drittens haben KAF immunmodulierende Wirkung auf Umgebungszellen im TMM, die sich
schlussendlich sowohl tumor-restriktiv wie tumor-supportiv auswirken kénnen. Durch die
Sekretion verschiedener Zytokine (z. B. TGF-f, IL-6, CXCL1 oder CXCL12) steuern sie die
Rekrutierung und Aktivierung verschiedener hamatopoetischer Zellen und kbénnen
beispielsweise T-Zellen durch chronische Entzindungssignale ermiden oder tumor-
supportive monozytare Zellen rekrutieren. Auch die Sekretion von EZM kann
immunmodulatorisch wirken, indem beispielsweise die Infiltration von Leukozyten in den
Tumor erschwert wird. 22123

Die pharmakologische Intervention an KAF zur Behandlung verschiedener
Tumorerkrankungen wird intensiv beforscht.”’® Neben Ansatzen zur Ablation/Unterdriickung
tumor-supportiver KAF-Populationen, beispielsweise durch Antikbrper gegen FAP oder KAF-
gerichteter CAR-T Zellen, wird insbesondere die Inhibition der Aktivierung und Polarisierung
der KAF erforscht. Ziel ist die Modulierung der aktivierten Signalwege, um die KAF in einen
Tumor-restriktiveren bzw. weniger supportiven Phanotyp zu Uberflihren. Hierzu ist ein
detaillierteres Verstandnis der Signalkaskaden und beteiligter Signalkomponenten nétig, um
mogliche therapeutische Ansatze identifizieren zu kénnen. Diese werden im kommenden

Abschnitt kurz zusammengefasst.
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2.3.1. Signalwege der KAF-Aktivierung

Grundsatzlich tragt die Kombination vielfaltiger Faktoren zur Aktivierung von KAF bei:
Oxidativer Stress, metabolische Veranderungen, Modifikationen der umgebenden EZM,
(Tumor-)sezernierte Faktoren (z. B. TGF-B, Wachstumsfaktoren, inflammatorische
Mediatoren, Interleukine), direkter Zell-Zell Kontakt sowie (therapie-assoziierte) DNA-Schaden
sind an der Aktivierung von Fibroblasten im TMM beteiligt. Als Folge der Aktivierung
intrazellularer Signalwege kommt es zu einer epigenetischen Anpassung und anhaltenden
Reprogrammierung der Fibroblasten.'® Wahrend zentrale Signalkaskaden der KAF-
Aktivierung hier kurz skizziert werden, soll auf die spezifischen Aktivierungssignale, die zur
Polarisierung der verschiedenen KAF-Subpopulationen fiihren, an dieser Stelle jedoch nicht
im Detail eingegangen werden. Es ist jedoch wichtig zu betonen, dass der KAF-Subtyp nach
Aktivierung nicht zwangslaufig fixiert ist, sondern KAF eine Plastizitat besitzen und eine

Modulation des KAF-Subtypen unter entsprechenden Bedingungen und Signalen mdglich
iSt.114‘124

Ein zentraler Faktor der Aktivierung von Fibroblasten ist der pleiotrope Wachtumsfaktor TGF-
B. TGF-B wird von unterschiedlichen Zellen im TMM sezerniert oder aus der EZM freigesetzt,
bindet anschlieRend an membrandse TGF-B-Rezeptoren, die daraufhin intrazellulare SMAD-
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und aktivieren. Physiologisch fuhrt die TGF-$ Aktivitat
insbesondere im Rahmen der Wundheilung zur Entstehung von Kollagen-produzierenden
Myofibroblasten.’”® Im TMM zeigen entsprechend insbesondere myofibroblastische KAF-
Populationen eine TGF-B Signatur mit Uberexpression von Zielgenen wie CTGF, COL1A1
oder ACTA2. AuRRerdem konnte gezeigt werden, dass TGF-f3 die Signalwege und Ausbildung
eines inflammatorischen Phanotypen inhibieren kann,"* wahrend umgekehrt die Inhibierung
von TGF-B im Maus-Modell eine Reduktion myofibroblastischer KAF zu Gunsten einer
Expansion immunmodulatorischer KAF vermittelt.'** Dies zeigt die Plastizitat der KAF-

Differenzierung und hebt die Bedeutung von TGF-p fur deren Regulation hervor.

Die inflammatorische Polarisierung von KAF wird insbesondere durch den IL-1/JAK/STAT
Signalweg stimuliert. Neben IL-1 |6sen weitere inflammatorische Zytokine wie TNF-q, IL-6 oder
LIF ebenfalls Uber die Aktivierung von Januskinasen (JAK) und STAT-Proteinen die
Stimulation der NFkB Signalkaskade aus, was im Resultat zur Auspragung einer
inflammatorischen Signatur flhrt. Diese zeichnet sich durch Expression inflammatorischer
Marker wie IL-6, CXCL8, CXCL1, CXCL12 und CCL2 aus."®"*

28



Die Interdependenz und Kombination dieser und vieler weiterer Signalkaskaden tragt zur
Heterogenitat der KAF bei. Die Plastizitdt der KAF-Phanotypen durch Hemmung der
entsprechenden Signalwege impliziert, dass eine therapeutische Reprogrammierung der KAF

zur Suppression der tumor-supportiven Funktionen der KAF mdglich ist.

2.3.2. KAF in hamatologischen Erkrankungen
Die Aktivierung von mesenchymalen Zellen zu KAF im Tumormikromilieu scheint grundsatzlich
ein universeller Prozess, unabhangig von der Tumorentitat zu sein. Entsprechend konnte auch

fur verschiedene hamatologische Entitaten eine KAF-artige Aktivierung von mesenchymalen

126,127)

Zellen gezeigt werden (zusammengefasst in . Allerdings sind im Vergleich zu soliden

Entitaten KAF in hamatologischen Erkrankungen deutlich weniger untersucht, was
insbesondere auch durch ihre relative Raritat im hdmatologischen TMM bedingt ist. Wahrend
sie in soliden Tumoren mitunter die zellulare Hauptkomponente des TMMs sind, stellen sie in

hamatologischen Entitidten eine Minderheit dar.'® Dennoch zeigen sowohl MSZ im

129- 132,133

31 Lymphom-Infiltration, als auch

128,134

Knochenmark von Patienten mit akuter Leukamie,
die MSZ in Lymphom-befallenen Lymphknoten 3¢ Eigenschaften von KAF. In vitro
stimulieren die malignen B-/myeloiden-Zellen in mesenchymalen Zellen KAF-Merkmale, wie
die Expression von a-SMA/FAP oder TGF-B und NFkB Signalweg.'*"*¢ Die KAF wiederrum
wirken sich auf maligne Zellen hamatologischer Neoplasien pro-proliferativ. und
chemoprotektiv aus,'® und kénnen dadurch einen wichtigen Beitrag zum Fortschreiten dieser
Erkrankungen leisten. Wie zuvor im Abschnitt 2.2.2. ausfiihrlich zusammengefasst, zeigen
auch mesenchymale Zellen im TMM der CLL die zentralen Eigenschaften von KAF, inklusive
der Expression einer durch den Kontakt zu malignen Zellen induzierten KAF-Signatur.

Aktuelle Untersuchungen konnten auf Basis von Einzelzellanalysen am follikularem Lymphom
(FL) - einem indolenten Nicht-Hodgkin Lymphom - zeigen, dass die Lymphom-Infiltration die
physiologische Architektur mesenchymaler Zellen im Lymphknoten aufhebt und sich eine
Expansion von FRZ und CD49" Stromazellen zeigte."™*13138 Mit einer verstarkten TGF-B
Signatur, EZM Remodellierung und Heterogenitat verschiedener Stroma-Subtypen zeigten
diese Zellen enge Parallelen zu den KAF solider Tumorentitaten. Dartber hinaus zeigten sich
aber auch Unterschiede, beispielsweise die Uberexpression der lymphoiden FRZ Marker
CXCL12*/CCL19*/CCL21*,"*® oder die Subtyp-spezifische Interaktion via CD70-CD27 Ligation

134

mit den neoplastischen B-Zellen. Insgesamt konnte eine verstarkte Prasenz von

Stromazellen im FL-TMM (z. B. die Menge des mesenchymalen Zytoskelettproteins

9

Vimentin,"™® oder die Expansion von Desmin® FRZ'") mit einer héheren Progessions-

[Transformationswahrscheinlichkeit assoziiert werden.
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Im Gegensatz dazu zeigte sich im diffus grof3zelligen B-Zell Lymphom eine prognostisch
glnstige Assoziation zwischen stromalen Genen und dem Uberleben der Patienten.'*
Weiterfihrende Analysen des DLBCL-TMM bestatigen, dass in dieser Entitat das Vorkommen
von Fibroblasten oder die von ihnen sezernierte EZM, insbesondere die Proteoglykane
Biglykan und Decorin, mit einem besseren Outcome assoziiert sind.'"'*? Der Hintergrund
dieser unterschiedlichen Funktion zwischen den verschiedenen B-Zell Lymphomen ist aktuell
unbekannt, 18sst jedoch vermuten, dass auch in hamatologischen Erkrankungen verschiedene

KAF Populationen verschiedene Effekte auf die neoplastischen Zellen ausiiben kénnen.
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2.4 Die LYN-Kinase

Die LYN Tyrosin Kinase ist eine Kinase der Src-Familie von Kinasen (SFKs), einer Gruppe
von neun homologen, nicht-Rezeptor Tyrosin Kinasen, zu der neben LYN auch SRC, LCK,
YES, HCK, FYN, FGR, BLK, und YRK gehoren. LYN ist dabei die Abktirzung fur ,,Lck/Yes
Novel Tyrosine Kinase® und deutet somit schon dem Namen nach auf die engen strukturellen
Ahnlichkeiten der verschiedenen Gruppenmitglieder hin. Die Kinasen dieser Gruppe vermitteln
pleiotrope und teilweise rekurrente Funktionen in verschiedensten zellularen Signalwegen und
Zelltypen, indem sie unterschiedliche Oberflachenrezeptoren (z. B. Toll-like-Rezeptoren, Fc-
Rezeptoren, Integrine, Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder Adhasionsrezeptoren) mit
nachgeschalteten, intrazytoplasmatischen Signalwegen (z. B. PI3K-/ MAPK- / STAT-

143-145

Signalwege) koppeln.

2.4.1. Struktur und Regulation

Wie alle SFKs besteht LYN aus finf verschiedenen Domanen, vier sog. Src-
Homologiedomanen 1-4 (SH) sowie einer zwischen den verschiedenen Mitgliedern der Familie
unterschiedlichen ,Unique“ Domane (vergleiche Abbildung 5; A)."**'4 Die SH1 Doméne sitzt
vor dem C-Terminus des Proteins, enthalt das katalytische Zentrum zur Phosphorylierung von
Tyrosin-Resten und vermittelt somit die Kinase-Funktion."® Die kurze N-terminale SH4
Domane ist an der Membran-Verankerung der Kinase beteiligt."*® Die Myristoylierung und
Palmitoylierung der N-terminalen Region beeinflusst die Verankerung der Kinase in der
Zellmembran und somit ihre Signaltransduktion, da LYN in sog. ,Lipid Rafts“ - Mikrodomanen
in der Zellmembran die durch Anreicherung von Oberflachenrezeptoren und
Signaltransduktionsproteinen Signalkaskaden erleichtern — akkumuliert."” SH3 und SH2
Domanen vermitteln die Interaktion zwischen LYN und anderen Proteinen. Insbesondere kann
die SH2 Doméane auch autolog an die phosphorylierte Position Tyr508 im Bereich des C-
Terminus binden und somit eine internen Schleifenbildung verursachen, die die Kinase-
Aktivitat konformitatsbedingt hemmt (vergleiche Abbildung 5; A). Die Phosphorylierung von
Tyr508 durch vorgeschaltete Mediatoren wie CSK und CHK kann somit diese Schleifenbildung
auslésen und die Kinaseaktivitat inhibieren. (Membrangebundene) Phosphatasen wie CD45
oder CD148 koénnen diese Stelle dephosphorylieren und somit wiederrum zur Aktivierung der
Kinase beitragen.’*®'° Zusatzlich gibt es einen aktivierenden Tyrosin-Rest, Tyr397. Dieser
wird insbesondere durch die LYN SH1 Kinase-Domane autophosphoryliert und verhindert
nachfolgend die Inaktivierung durch Phosphorylierung an Tyr508. Phosphatasen wie PTPB1
dephosphorylieren Tyr397. Die Aktivierung der LYN-Kinase ist somit in einem mehrschrittigen
Prozess durch die Phosphorylierung und Dephosphorylierung dieser beiden Seitenketten und

dadurch ausgeldste Konformitatsanderungen reguliert.
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2.4.2. Molekulare Funktion

In seiner aktivierten Konformation kann die LYN-Kinase Tyrosin-Reste an Substraten
phosphorylieren und spielt hierdurch eine wichtige Funktion in verschiedenen, insbesondere
Immunrezeptor-Signalwegen, wie dem BZR-, Fc-Rezeptor- oder verschiedenen Zytokin-
Rezeptor-Signalwegen.'*® Dabei wurde ausgehend von der Beobachtung hyperreaktiver B-
Zellen in Lyn-defizienten Mausen, ' fiir die L YN-Kinase als erstem Vertreter der SFK Gruppe
neben einem aktivierenden auch ein inhibitorischer Einfluss auf die zellulare Signalaktivitat
beschrieben.’™' Durch Phosphorylierung von sowohl aktivierenden wie auch inhibierenden
Domanen — sog. Immunrezeptor-Tyrosin-basierten-Aktivator/Inhibitor-Motiven (ITAM/ITIM) -
kénnen sowohl aktivierende wie auch inhibierende Signale vermittelt werden, und LYN nimmt
eine vom zelluldren Kontext abhangige, duale und regulatorische Funktion ein.'®? Durch die
LYN vermittelte Phosphorylierung von aktivierenden ITAM in Immunrezeptoren wie Fc-

193155 oder dem BZR,'®® kénnen nachgeschaltete Kinasen wie beispielsweise

Rezeptoren,
ZAP70 und SYK binden und die weitere Signalkaskade aktivieren. Durch die Phosphorylierung
von inhibitorischen ITIMs in Immunrezeptoren wie Fcy-Rezeptor-2b, CD22 oder SIRP-a
kénnen hingegen bestimmte Phosphatasen mit einer SH2 Domane (SHP1/2, SHIP1/2) an den
Signal-Komplex binden, und diese inaktivieren durch Dephosphorylierung ihrer Substrate die

6 Somit kann LYN sowohl aktivierende wie inhibierende

weitere  Signalkaskade.™
Signalkaskaden anstoRen und leistet einen wichtigen Beitrag an der Regulation zellularer
Signalaktivitat.

Dartber hinaus konnte die Beteiligung von LYN auch an Signalwegen ohne ITAM/ITIM
Motiven gezeigt werden, beispielsweise verschiedene Rezeptor-vermittelte Signalwege wie
Epo-R, G-CSF-R, CD14, CD36, IL2R, CD40 oder FLT3. Zuletzt wurde insbesondere auch die
Hemmung des TLR-Signalwegen durch LYN beschrieben. Hier zeigt LYN eine, in Teilen
Kinase-unabhangige, Inhibition von Interferon-regulierenden Faktoren (IRF), die Signale des
TLR/MyD88 Signalkomplexes bertragen.'"'*® AuRerdem supprimiert LYN die Aktivitat des
NLRP3-Inflammasoms, eines Protein-Komplexes, der im Rahmen der angeborenen

Immunabwehr durch die Erkennung verschiedener Signalmolekiile aktiviert wird."®

2.4.3. Expression

Die LYN-Kinase wird in einer Vielzahl von Zelltypen und Geweben exprimiert. Insbesondere
kommt sie in hamatopoetischen Geweben und Zellen vor. Die RNA-Sequenzierung von
unterschiedlichen aufgereinigten Zelltypen aus Mausen zeigt die Transkription von Lyn

insbesondere in B-Zellen, myeloiden und dendritischen Zellen. In T-Zellen zeigt sich dagegen
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gar keine Lyn-Transkription.'®® Entsprechend zeigt eine Modulationen der LYN-Expression
auch einen starken Einfluss auf das Immunsystem (siehe Abschnitt 2.4.4.)

Dartiber hinaus ist LYN auch in verschiedenen nicht-hdmatopoetischen Geweben (in
geringerem Ausmal) exprimiert. Daten des human Protein Atlas (Human Protein Atlas
www.proteinatlas.org) zeigen eine Expression u. a. in Plazenta, Lunge, Pankreas,
gastrointestinalen Organen, Gehirn und Epithelien.'®'®" Vermehrte Expression von LYN in
kolorektalem Karzinom,'®> Mamma-Karzinom und Prostatakarzinom bestétigen die Expression

der Kinase in nicht-hdmatopoetischen Geweben.'?

2.4.4. Zellulare Funktion

Durch die kontinuierliche, globale Aktivierung von Lyn im Mausmodell (sog. Lyn“"** Méause,
generiert durch Mutation der regulatorischen Tyrosin508 Stelle), zeigt sich ein generell
inflammatorischer Phanotyp mit hyperaktivierten B-Zellen.'®™ Diese Mause zeigen
autoimmune Effekte mit Glomerulonephritis und COPD-ahnlicher Erkrankung.'®>'%® Bei vier
bekannten Patienten mit LYN-Uberaktivierungsmutation zeigten sich analog schwere
Entziindungsprozesse, eine erhdhte Gefalipermeabilitdt und teilweise Formierung von
Autoantikdrpern,167:168

Mause, die im Gegensatz eine globale Lyn-Defizienz durch ein genetisches Knockout-Modell
tragen, zeigten ebenfalls inflammatorische Veranderungen des Immunsystems. Da sowohl die
Uberaktivierung wie der Verlust von Lyn die Entziindungsaktivitat erhéhen, betont dies die
Homdostase-erhaltende Funktion von Lyn. Das Lyn%® Mausmodell ist als préklinisches Modell
zur Untersuchung von Lupus-Erkrankungen etabliert und durch entsprechende
Autoimmunprozesse gekennzeichnet.'®®'%® Durch die Uberaktivierung von B-Zellen kommt es
zur Bildung von Autoantikdrpern, auRerdem zeigt sich ein grundsatzlich entziindliches Milieu
mit insbesondere inflammatorischer Reaktion myeloider Zellen und einer Expansion des
myeloiden Kompartimentes.'”® Daher muss die genauere Betrachtung der Funktion der LYN-

Kinase Zelltyp-spezifisch erfolgen:
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(1) Zellulare Funktion von LYN in hamatopoetischen Zellen

Die systemischen Auswirkungen der Lyn-Kinase im Mausmodell wurden genauer auf die
Effekte der Kinase in einzelnen Zelltypen aufgeschlusselt:

In B-Zellen ist LYN insbesondere am B-Zell-Rezeptor Signalweg beteiligt. Nach
Antigenerkennung durch den B-Zell-Rezeptor kommt es zur Aktivierung der LYN-Kinase durch
CD45 vermittelte Dephosphorylierung des Tyrosin508 sowie der konformatorischen Entfaltung
der Kinase aus dem inaktiven Zustand. LYN phosphoryliert daraufhin die ITAMs der B-Zell-
Rezeptor assoziierten Transmembranproteine CD79A und CD79B, sodass diese als
Bindungsstelle fir weitere Kinasen wie insbesondere SYK dienen kdnnen. Dies fuhrt zur
Formierung des B-Zell-Rezeptor-Signalosoms. LYN und SYK vermittelten die weitere
Aktivierung von BTK und nachgeschaltet die Stimulierung der PI3K und PLCy2/NFkB
Signalkaskaden.'”" Gleichzeitig zeigen sich die negativ regulierenden Effekte von LYN aber
auch an der Phosphorylierung der ITIMs von CD22 nach BZR-Aktivierung. Dies flhrt zur
Rekrutierung der SHP-1 Phosphatase und nachfolgend Begrenzung der BZR Aktivitat.'"2
Diese differentiell regulierend, sowohl aktivierende wie inhibierende LYN-Funktion erklart die
scheinbar gegensatzlichen Effekte von LYN-Veranderungen auf B-Zellen. In global Lyn-
defizienten Mausen zeigen B-Zellen eine Maturierungsstérung, die sich durch Vorhandensein
weniger B-Zellen in der Peripherie sowie verzogerter Reifung im lymphatischen Gewebe
aulert. Gleichzeitig zeigen sich in alteren Mausen Autoimmunreaktionen. Zwar lauft die B-
Zell-Rezeptor Aktivierung verlangsamt ab, es zeigte sich jedoch eine verstarkte Aktivierung
des MAPK-Signalweges sowie eine vermehrte Proliferation nach anti-IgM Stimulation der B-
Zellen."”™ Dass diese Autoimmunitat Folge einer veranderten Signaltransduktion innerhalb der
B-Zellen ist, und nicht durch ein inflammatorisches Milieu von auf3en getriggert wird, belegen
gleichartige Effekte in Mausen mit B-Zell-selektiver Lyn-Ablation. Umgekehrt ist der B-Zell-
spezifische Lyn-Knockout ausreichend, um die Myeloexpansion (s. u.) der globalen Lyn-
defizienten Mause zu rekapitulieren, sodass diese als sekundare Reaktion auf die
Autoimmunprozesse interpretiert werden kann.'* Die Ko-Deletion des Adaptorproteins
MyD88, das an der Verknlpfung von TLR und NFkB Signalweg beteiligt ist, fihrt zu einem
Ausbleiben des Lyn-Knockout induzierten Phénotypen in murinen B-Zellen und impliziert die
zusétzliche Beteiligung der entsprechenden Signalwege.'* Eine B-Zell spezifische
Uberaktivierung von LYN resultierte in eine erhdhte Stimulierbarkeit des BZR nach anti-IgM
Stimulation.®*

Mause mit globaler Lyn-Defizienz zeigen eine ausgepragte Expansion myeloider Zellen. Diese

fuhrt zu einer Splenomegalie und durch Infiltration des Knochenmarks zur Verdrangung der
normalen Hamatopoese sowie konsekutiver extramedullarer Blutbildung.'”® Es zeigen sich

jedoch i. d. R. keine Anzeichen einer malignen Transformation, mit Ausnahme des Auftretens
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vereinzelter myelomonozytarer Tumoren. Dieser myeloiden Expansion liegt eine vermehrte

176177 sowie die Uberreaktion auf

Sekretion inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IFN-y,
verschiedene Wachstumsfaktoren durch das ausbleibende negative Lyn-Signal zugrunde.
Entsprechend zeigt sich auch besagte myeloide Expansion trotz B-Zell-spezifischem Lyn-
Knockout.' In differenzierten Makrophagen hat Lyn eine (iberwiegend negativ regulatorische
Funktion via Phosphorylierung der ITIMs PIR-B und SIRP-a, inhibitorischer myeloider
Rezeptoren. AulRerdem bewirkt die Inhibierung von Integrin Signalwegen eine gesteigerten
Zelladhasion an Lyn-defizienten Makrophagen.'’87°

In dendritischen Zellen mit myeloidem Ursprung verursacht der Zelltyp-spezifische Knockout

von Lyn eine starke Entziindungsreaktion. Hier zeigte sich insbesondere eine Uberaktivierung
des TLR-Signalweges in einer MyD88 abhangigen Art und Weise.'®® Andererseits flihrt der
Knockout von LYN in Mastzellen zu einer verminderten inflammatorischen Reaktion auf LPS
Stimulation, was durch eine LYN vermittelte Aktivierung des TLR4-Signalweges geschieht.'®
Dieser zelltyp-spezifische Effekt auf den TLR-Signalweg unterstreicht, dass die regulatorische

Funktion der LYN-Kinase je nach Situation und Zelltyp sehr unterschiedlich sein kann.

(2) Zellulare Funktion von LYN in nicht-hamatopoetischen Zellen

SFKs spielen auch in nicht-hdmatopoetischen Zellen eine wichtige Rolle. Wahrend die
Funktion anderer SFKs, insbesondere von Src ausfuhrlich untersucht und onkogene,
Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT)-férdernde, entziindungsférdernde und
profibrotische Funktionen gut etabliert sind,’®*'®® ist die Rolle von LYN in nicht-
hamatopoetischen Zellen weniger eindeutig.

Eine wichtige, wiederkehrende Funktion von LYN in nicht-hamatopoetischen Zellen ist die
Foérderung von zelluldrer Migration und Plastizitdt. In Brustkrebszellen konnte eine
Uberexpression von LYN gezeigt werden, die insbesondere die Migration und
Invasivitat/Metastasierung der malignen Zellen auslost.”® '8 Auch in anderen malignen

Entitaten wie dem Prostata-Karzinom,#%1¢

oder dem Glioblastom war LYN mit Wachstum,
Invasion und Metastasierung assoziiert.'® Durch die Regulation von EMT erleichtert LYN die
Invasivitit der Krebszellen. Uber den EPHA2 Rezeptor, ein Bestandteil der
Mechanotransduktion, wird LYN bei steiferer EZM aktiviert. Es kommt zur Phosphorylierung
und Aktivierung von Twist1, einem der Haupt-Transkriptionsfaktoren der EMT, was die
mesenchymale Transition maligner Zellen und in Folge ihre Invasion in das umliegende
Gewebe begiinstigt.”®® Auch in einem murinen COPD Modell zeigte sich eine Regulation der
EMT via Lyn durch Einfluss auf SMAD-Signalwege.'® Entsprechend zeigte sich durch die

Hemmung von LYN mittels Dasatinib eine Reduktion der EMT und malignen Invasion.'®®
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Auflerdem hat LYN Einfluss auf die Kollagen- und Fibrose-Bildung. So konnte eine
Uberexpression von LYN in mesenchymalen Myofibroblasten bei chronischer Pankreatitis
festgestellt werden. LYN tragt neben Migration und Proliferation auch zur Kollagenproduktion
und somit zur Fibrose-Bildung bei."®" Entsprechend entwickelten Patienten mit
Uberaktivitatmutation von LYN auch in 2 von 3 Fallen eine Leberfibrose.'®’

In Endothelzellen stabilisiert LYN die endothelialen Junktionen via FAK Phosphorylierung.'?
Diese Eigenschaft kdnnte erklaren, warum es als Folge einer LYN-Inhibition mittels Dasatinib
haufig zu Pleuraergiissen kommt.

Schlussendlich zeigt sich eine zunehmende Rolle der LYN-Kinase im zentralen Nervensystem.
Hier ist die Kinase in Neuronen exprimiert und eine LYN-Defizienz ist mit Neurodegeneration

assoziiert, insbesondere Alzheimer.'#¢

Zusammengefasst hat die LYN-Kinase eine Palette sehr heterogener, teilweise
gegensaitzlicher Funktionen, die maRgeblich durch die zellulire Umgebung gepréagt

werden.
' N\ e Y
geschlossene, offene,
inaktive aktive
Konformation Konformation

N-Terminus [ +——SH4-Domane
}——Unique-Domne

\
Aktivierung 9 SH3-Doméne . .,‘/ .
- " G >HzDomane € €D 5K
SH2 Inhibition ’
-~

—{

\ \ “ZAP70)
) A-Schleife
J) o SH1-Domine l l i ¢
< B
€45 Yoo Aktives Zentrum Inhibitorische Aktivierende
C-Terminus Funktion v 4« Funktion

(_ BTK/PI3K/NFKB/MAPK )

J
Struktur und Regulierung Signaltransduktion

Funktion

7
J |

N\

. Microglia
@ ° GQWL,T > BZR Signalweg
SV s ‘Neuron
B-Zelle Dendritische ! / Krebs FcR Signalweg
Zelle & ',\(l[C Plazenta
@ ,1, tnce A puimonale Autoimmunitat TLR Signalweg
@Monozyt P E / / .\ W [ Alveolar-Zelle
&4/ $ 5 D i Neurodegeneration NFkB Signalweg
Neutrophiler ~ Mastzelle: @ Pancreas ggAzinus-Zelle

| Hamatopoetisch Nicht-Hématopoetisch ) |_Pathophysiologie Physiologische Signale |

Abbildung 5: Die LYN-Kinase.
Ubersicht tber die Struktur, Regulation, Signaltransduktion, Expression sowie die Funktion der LYN-

Kinase. Erstellt mit Bioredner.com
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2.5 Die LYN-Kinase in CLL

2.5.1. Molekulare Funktion

Wie zuvor dargestellt ist der B-Zell-Rezeptor Signalweg ein Treiber der CLL-Pathogenese,
sodass auch die Bedeutung seiner friihen Signalkomponente LYN auf die Entstehung von CLL
ausfiihrlich untersucht worden ist. In primaren CLL-Zellen konnte eine Uberexpression von
LYN auf Protein-Ebene im Vergleich zu normalen B-Zellen gezeigt werden,'® sowie eine
Uberexpression von LYN-mRNA, welche in einer nicht-korrigierten, univarianter Analyse eine
mégliche Assoziation mit dem Therapie-freien Uberleben unbehandelter CLL-Patienten
zeigte.194'195

In praklinischen Arbeiten konnte die konstitutive LYN-Aktivitat in CLL-Zellen mit verschiedenen
biologischen Funktionen verknlpft werden. Insbesondere wurde ein anti-apoptotischer Effekt
von LYN gezeigt, an dem verschiedene molekulare Signalwege beteiligt sind: Durch
Phosphorylierung tragt LYN zur Inaktivierung der Protein Phosphatase 2A (PP2A) bei, was
allgemein die Aktivierung anti-apoptotischer Signalwege ermdglichte.’®® AuRerdem mediiert
LYN direkt weitere anti-apoptotische Wirkungen durch die Phosphorylierung und konsekutive
Inaktivierung von Procaspase 8,'" sowie indirekt (iber die Phosphorylierung von CD5.
Letzteres flhrt zur nachgeschalteten Rekrutierung der Phosphatase SHP-1 und dadurch zu
einer Hemmung Caspase-unabhéngiger Apoptose.'®

Zusatzlich vermittelt LYN durch die Phosphorylierung des Transmembranrezeptors ROR1 die

Interaktion zwischen BZR und RORA1-Signalweg,'®®

und moduliert so nachgeschaltete
Zytoskelett-Regulatoren wie HS1 und Cortactin.?®?°' Dadurch tragt LYN zur Regulation von
CXCL12 und CCL19 induzierter Migration, Zytoskelett Reorganisation und Zelladhasion von

CLL an Stromazellen bei."®*?%°

2.5.2. Inhibition der LYN-Kinase

Entsprechend wurde die Hemmung von LYN auch als mdglicher therapeutischer Ansatzpunkt
der CLL exploriert. Die Aktivitat der LYN-Kinase lasst sich durch den BCR-ABL Kinase Inhibitor
Dasatinib, der zur Therapie der CML zugelassen ist, sowie die Inhibitoren Bosutinib und
Bafetinib effektiv hemmen. Diese Kinase-Inhibitoren sind jedoch nicht spezifisch fir LYN und
inhibieren auch eine Reihe anderer Kinasen.??

Praklinisch zeigte die Behandlung von CLL-Zellen mit Dasatinib eine Reduktion von Migration
und Adhéasion.’®®?° AuRerdem zeigte sich eine reduzierte Phosphorylierung der
Signalproteine AKT, ERK oder p38, und erhdhte Apoptoseraten aufgrund einer verminderten
Expression anti-apoptotischer Proteine wie MCL-1 und BCL-XL.2%02932%4 Dgbej konnte
Dasatinib insbesondere die anti-apoptotische und chemoprotektive Stimulation durch CD40-L

ruckgangig machen und die neoplastischen Zellen wieder gegen verschiedene zytotoxische
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Substanzen sensitivieren.?** Teilweise fiel das apoptotische Potential von Dasatinib zwischen
verschiedenen Patientenproben jedoch sehr unterschiedlich aus und Dasatinib kdnnte
insbesondere in IGHV-unmutierten Proben effektiver sein.?0%205206

Im Ep-TCL1-Mausmodell konnte die Behandlung mit Dasatinib die Leukamielast im peripheren
Blut sowie die CLL-Infiltration von Milz und Knochenmark signifikant und effektiv reduzieren.?*
Im Rahmen klinischer Studien zeigte sich eine grundsatzliche Wirksamkeit einer Therapie mit
Dasatinib. Dabei wurde Dasatinib in Chemotherapie-vorbehandelten Patienten getestet.
Wahrend nur eine Minderheit (3 von 15 Patienten bzw. 3 von 18 Patienten) eine formelle
partielle Remission (im peripheren Blut) zeigte, wurde die Lymphadenopathie in einem deutlich
gréeren Anteil der Patienten reduziert (9 von 15 Patienten bzw. 20% mediane Reduktion der
Lymphadenopathie bei 18 Patienten).?°”2%® Anhnlich zeigte eine Phase 2 Studie mit Bafetinib -
einem anderen LYN-Inhibitor - an 17 rezidivierten/refraktédren CLL Patienten kein formelles
Ansprechen, jedoch eine partielle Lymphknoten Reduktion in 7 von 11 Patienten.?®® Diese
praferentielle Aktivitdt von Dasatinib in den Lymphknoten impliziert eine moégliche Aktivitat auf
das CLL-Tumormikromilieu. Die weitere klinische Erprobung der LYN-Inhibition zur CLL-
Therapie wurde nicht weiterverfolgt, insbesondere da die gezeigten Ergebnisse im Vergleich
zu zeitgleich entwickelten Inhibitoren anderer Bestandteile des BZR (BTK-Inhibitoren und

PI3K-Inhibitoren) enttduschend waren.

2.5.3. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe an der Rolle der Lyn-Kinase im murinen Ey-TCL1 CLL
Modell konnten eine neue CLL-supportive Funktion von Lyn im leukdmischen
Tumormikromilieu aufzeigen.?'

Im Ep-TCL1 Mausmodell entsteht durch die Expression des onkogenen humanen Transgens
TCL1 in B-Zellen unter Kontrolle des Vu Promoters und Igs-Ep-Enhancers eine CD5'CD19*
doppelt positive, leukdmische Population mit 100%-iger Penetranz.?"

Diese mono-/oligoklonale Population ahnelt einer aggressiven Variante der humanen B-CLL
Erkrankung.?'? AuRerdem sind die malignen Zellen durch den adaptiven Transfer von
Splenozyten durch intravendse oder intraperitoneale Injektion auf Wildtyp-Mause mit gleichem
genetischen Hintergrund transplantabel. Dies ermoglicht die schnellere Entwicklung eines
leukédmischen Klones.?’* Das TCL1-Modell wurde lange Zeit als Standard-Modell zur
Erforschung der CLL eingesetzt und ermdglichte viele Erkenntnisse, teilweise mit

translationaler Relevanz.?'*

In TCL1-M&usen mit einem globalen Lyn-Knockout (TCL1'9"*Lyn"") zeigte sich ein signifikant

verlangsamtes Wachstums der Leukamie im peripheren Blut und eine verminderte Infiltration
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im Knochenmark im Vergleich zur Lyn-Wildtyp Kontroligruppe (TCL19“Lyn"'"") (siehe
Abbildung 6, A). Zwar zeigten die Lyn-defizienten Tiere auch eine deutliche Splenomegalie,
diese bestand im Gegensatz zu den Lyn-profizienten Tieren jedoch nur zu geringem Anteil aus
CD5'CD19" Leukamie-Zellen, sondern aus der fiir den globalen Lyn-Knockout vorbekannten
Expansion CD11b* myeloider Zellen."”®2" Der unabhangig von der Leukamie bereits
ausgepragte Phanotyp Lyn-defizienter Mause mit verkiirztem Uberleben und Entwicklung
einer Glomerulonephritis-artigen Autoimmunerkrankung, machte die weiteren Beschreibung
Lyn-abhangiger Effekte in diesem Modell jedoch schwierig. Daher wurden die malignen CLL-
Zellen isoliert und in Wildtyp-Mause transplantiert. Hier zeigte sich Gberraschenderweise, dass
die Lyn-defizienten malignen Zellen genauso anwuchsen, wie die Lyn-profizienten CLL-Zellen
und die Lyn-Aktivitdt in malignen Zellen somit keinen Effekt auf die Leukdmie-Progression
hatte (Abbildung 6, B). Unterstiitzt wurde diese Beobachtung durch ein zweites Mausmodell,
in dem eine B-Zell spezifische Lyn-Uberaktivitat generiert wurde (Lyn""2-Mause, Uberaktivitat
durch Mutation Y508F des inaktivierenden Tyrosin-Restes, durch CD19-Cre System nur in B-
Zellen), das insgesamt nur einen milden Phanotyp zeigte.'® Die Kreuzung mit dem Ep-TCL1
Modell zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Leukamie-Progression und Infiltration
(Abbildung 6, C).'® Diese Daten implizieren, dass die Entwicklung der CLL - zumindest im
durch die transgene Expression des TCL1 Onkogens getriebenen Mausmodell - unabhangig
von der Expression der Lyn-Kinase in leukdmischen B-Zellen ist.

Dartber hinaus zeigte aber die Expression von Lyn im Tumormikromilieu einen profunden
Einfluss auf die Entwicklung von CLL. Die Transplantation der gleichartigen leukdmischen Ep-
TCL1 Zellen in globale Lyn-Wildtyp (Lyn*™Y) und Lyn-Knockout (Lyn”™) Mause zeigte ein
signifikant verlangsamtes Anwachsen der Leukdmie in einem Lyn-defizientem
Tumormikromilieu (Abbildung 6, D). Dazu zeigte sich auch eine verminderte Infiltration in die
Milz und ein verlangertes Uberleben der Lyn-Knockout Tiere im Vergleich zu den
Kontrollgruppen.?'°

Entsprechend scheint die Lyn-Kinase Aktivitat im Mikromilieu die Progression der CLL zu
beginstigen. In chimdren Mausen, in denen nach entsprechender Bestrahlung und
Knochenmarktransplantation Lyn nur in hamatopoetischen Zellen des Mikromilieu fehlte,
zeigte sich ein etwas verlangsamtes Anwachsen von transplantierten TCL1-Leukamie Zellen.
Passend dazu zeigte sich im in vitro Ko-Kultur Modell ein vermindertes Uberleben primarer
humaner CLL Zellen, wenn die murinen Feeder Makrophagen Lyn defizient waren.?'® Dies
impliziert, dass Lyn in myeloischen Zellen zur CLL-supportiven Unterstitzung dieses Zelltypen
im Mikromilieu beitragt. Offen jedoch bleibt der Beitrag von Lyn in anderen Zellen im CLL-

Mikromilieu.
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Abbildung 6: Zusammenstellung vorheriger Ergebnisse der Arbeitsgruppe zur Rolle von Lyn im Ep-
TCL1-Mausmodell: Lyn-Kinase im Mikromilieu, aber nicht in B-Zellen, unterstitzt die leuk&mische
Progression.

A) Verminderte Progression der leukdmischen Last in global Lyn-defizienten Mausen (TLC19"Lyn™)
im Vergleich zu Lyn-profizienten Mausen (TLC19"Lyn""). B) Gleichartige leukdmische Progression
nach Transfer von Lyn-profizienten und Lyn-defizienten TCL1*-Splenozyten in Wildtyp-Mause. C)
Gleichartige Progression der leukdmischen Last in Mausen mit B-Zell spezifischer Lyn-Uberaktivitat
(TCL19" yn“p-B) im Vergleich zu normalen TCL1-Méausen (TCL19). D) Verlangsamte Progression der
leukdmischen Last nach Transfer von TCL1*-Splenozyten in global Lyn-defiziente Mause (Lyn” young
recipients) im Vergleich zu Lyn-profizienten Mausen (Lyn""" young recipients). Reproduziert und

modifiziert mit Genehmigung von Elsevier nach: Panel A,B,D Nguyen et al.?'® und Panel C Kohlhas et
a|_164
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2.6 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die weitere Beschreibung der Funktion der LYN-Kinase im CLL-
Tumormikromilieu. Wie dargestellt konnte in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass im murinen CLL-Modell die Expression von Lyn-Kinase in Zellen des Tumormikromilieu
die Progression der Erkrankung maf3geblich beglinstigt. Der Effekt liel3 sich in Teilen auf die
Funktionen von Lyn in Makrophagen zurlckfihren, der Beitrag anderer Zellen sowie die
zugrunde liegenden mechanistischen Funktionen sind jedoch unklar.

Ziel der Arbeit ist daher die weitere Aufschliisselung der LYN-Funktion im CLL-Mikromilieu.

Die Arbeit untersucht insbesondere die Rolle der LYN-Kinase in nicht-hdmatopoetischen

Zellen des CLL-Tumormikromilieu. Ein murines Transplantationsmodell sowie die bildgebende
Massenzytometrie humaner Lymphknoten weisen die Relevanz von LYN in nicht-
hamatopoetischen Zellen des TMM nach. Nachfolgend wird durch die Kombination
verschiedener, genetisch modifizierter in vitro Systeme mit Multi-Omischer Analyse und
molekularbiologischer Validierungsassays die mechanistische Rolle der LYN-Kinase in nicht-

hamatopoetischen Zellen untersucht.
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Microenvironmental bystander cells are essential for the progression of
chronic lymphocytic leukemia (CLL). We have discovered previously that LYN
kinase promotes the formation of a microenvironmental niche for CLL. Here
we provide mechanistic evidence that LYN regulates the polarization of stro-
mal fibroblasts to support leukemic progression. LYN is overexpressed in
fibroblasts of lymph nodes of CLL patients. LYN-deficient stromal cells reduce
CLL growth in vivo. LYN-deficient fibroblasts show markedly reduced leukemia
feeding capacity in vitro. Multi-omics profiling reveals that LYN regulates the

polarization of fibroblasts towards an inflammatory cancer-associated phe-
notype through modulation of cytokine secretion and extracellular matrix
composition. Mechanistically, LYN deletion reduces inflammatory signaling
including reduction of c-JUN expression, which in turn augments the expres-
sion of Thrombospondin-1, which binds to CD47 thereby impairing CLL via-
bility. Together, our findings suggest that LYN is essential for rewiring
fibroblasts towards a leukemia-supportive phenotype.

The pathobiology of chronic lymphocytic leukemia (CLL) is char-
acterized by the accumulation of long-lived malignant B cells in the
peripheral blood and hemato-lymphoid tissues, where leukemic cells
interact reciprocally with various cells of the microenvironment'. The
efficient dialog with diverse microenvironmental factors is crucial for
CLL cell survival and expansion®. In this context, bone marrow stro-
mal cells (BMSC) contribute to the interdependent generation of a
nurturing niche and promote leukemic cell migration, proliferation
and chemoresistance via various signaling pathways*. Leukemic cells
activate inflammatory pathways in BMSC, including AKT, ERK, PKCBII
and NFkB pathways, which trigger an increased expression of inflam-
matory and wound healing associated proteins, ultimately resulting in

an increased leukemia support™. The molecular signature and phe-
notype of CLL-induced BMSC resemble those of cancer-associated
fibroblasts (CAF), a diverse group of activated fibroblasts, primarily
observed in association with many solid cancers’®,

CAF are heterogenous in regard to their cellular origin, activation,
phenotype and function and may diverge within and between entities’.
Therefore, the precise characterization of CAF via cellular markers
remains a challenge. Single-cell analyses have consistently identified an
IL1-JAK-STAT induced inflammatory “iCAF” subtype that supports
tumor growth via secretion of variable cytokines, and a TGFB-induced
myofibroblastic “myCAF” subtype with potential tumor-restraining
functions via the extracellular matrix (ECM)’. In addition, other
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subtypes like immunomodulatory CAF showing an increased inter-
feron signature and MHC expression linked with antigen presenting
functions'®" highlight the capacity of CAF to shape non-malignant
components of the tumor-microenvironment.

The existence and functional relevance of stromal cells that par-
tially reflect a CAF phenotype has been described in various hemato-
logical malignancies™ ™8, suggesting a generic importance of leukemia/
lymphoma associated fibroblasts for disease development. In CLL, the
upregulation of the standard CAF marker aSMA was observed in the
lymph node microenvironment in vivo and in vitro®®.

We previously showed that the expression of the SRC family
kinase (SFK) LYN was an essential factor for CLL progression in vivo as
demonstrated by adoptive transfer experiments in the Fu-TCL1 trans-
genic mouse model for CLL", which could be partially attributed to the
failure of LYN-deficient macrophages to fully support CLL cell
survival®. Although LYN is well-known to balance the B cell receptor
(BCR) response, activation of this kinase seemed to play only a minor
role in B-CLL development, as loss- and gain-of-function mutants of
LYN in B cells did not significantly alter CLL progression in murine
models>*?". In contrast, LYN expression in the microenvironment was
essential for leukemic cell growth, which could be partially attributed
to the failure of LYN-deficient macrophages to fully support CLL cell
survival’®. Interestingly, the specific loss of LYN in the hematopoietic
system did not allow to fully explain the impaired CLL development
observed in the global absence of microenvironmental LYN. Therefore,
we hypothesized that the presence of LYN kinase in non-
hematopoietic compartments of the leukemic stroma may sub-
stantially contribute to leukemic progression.

In this work, we demonstrate that stromal LYN kinase modulates
the plasticity of stromal fibroblasts and their capacity to support the
survival of malignant B cells. Furthermore, we identify the LYN-cJUN-
THBSI axis as a key mediator in this process. This finding underscores
the specific importance of LYN kinase as a central regulator in the
tumor microenvironment.

Results

LYN kinase in non-hematopoietic microenvironmental cells
promoted CLL expansion and survival

To assess the potential relevance of LYN kinase in the stromal com-
partment in vivo, we generated chimeric mice lacking LYN specifically
in non-hematopoietic cells via bone marrow transplantation (BMT) of
Lyn™" host mice. After receiving a lethal dose of whole-body irradia-
tion, the hematopoietic system of irradiated mice was reconstituted
using hematopoietic stem cells (HSC) from either wild type (WT) or
Lyn”~ donors, yielding either totally deficient Lyn mice (tLyn™") or
chimeric mice lacking Lyn only in the radioresistant, non-
hematopoietic microenvironment (chLyn™), respectively (Fig. 1a).
After successful immune-reconstitution, tLyn”" mice showed an
expanded myeloid fraction and a complete loss of B cells—a phenotype
typically observed in aged Lyn” mice-, whereas chlyn”" mice
acquired an increased fraction of B cells and normalized myeloid
compartment (Supplementary Fig. 1a). Murine CLL cells purified from
spleens of Ep-TCLI transgenic mice (TCLI')" were subsequently
transferred onto the chimeras (Fig. 1a). Expansion of CD5'/CD19" CLL
cells could be detected in the peripheral blood after 4 weeks in Lyn“"*t
and chLyn” mice, but not in tLyn”" mice (Fig. 1b), reproducing the
failure of leukemic engraftment observed before in aged global Lyn”"
mice?. Notably, the leukemic burden was significantly lower in chLyn”
mice in comparison to Lyn""** mice in week 4 and remained con-
sistently lower until week 14 (Fig. 1b), indicating that LYN-dependent
functions within the non-hematopoietic microenvironment con-
tributed to the generation of a fully leukemia supporting niche. The
failure of CLL cell migration into the lymphoid tissues in Lyn”" reci-
pients could be excluded, because CLL cells could efficiently home to
the spleen and bone marrow of both Lyn*"**and Lyn”" recipients in an

in vivo short-term homing assay (Supplementary Fig. 1b). In con-
cordance, the reduced leukemic burden in chLyn” mice resulted in a
significantly prolonged median overall survival of 71 days versus
56 days in Lyn""** mice (p = 0.002) (Fig. 1c), collectively demonstrating
a relevant, leukemia promoting function of LYN kinase in the non-
hematopoietic microenvironment.

To investigate the expression of LYN kinase in the non-
hematopoietic microenvironment of CLL patients, we used imaging
mass cytometry to compare lymph node sections of 12 CLL patients
(CLL-LN) and 9 healthy controls (HC-LN). Representative CLL-LN
showed the typical disappearance of the LN architecture compared to
HC-LN, with CLL-LN follicles being disrupted by the densely infiltrating
leukemic B cells, accompanied by a widely scattered distribution of
different bystander cells (Fig. 1d left). Single cells were segmented and
stromal cells assigned into endothelial cells (CD31") and fibroblasts
(CD31" Vimentin®) (Fig. 1d middle). Strikingly, CLL-LN fibroblasts
exhibited significantly increased LYN levels compared to HC-LN
fibroblasts, whereas CLL-LN endothelial cells showed markedly lower
LYN expression than HC-LN endothelial cells (Fig. 1e). These findings
point to a cell-type specific modulation of LYN expression in CLL
lymph nodes and to a pathophysiological relevance of LYN in CLL-
associated fibroblasts.

As fibroblasts represent one of the most potent non-immune
supporter cell types for cancer growth’”® and can prevent sponta-
neous apoptosis of CLL cells*, we used murine embryonic fibroblasts
(MEF) in a xenogeneic co-culture system with human CLL cells
(Fig. 2a). We observed a strongly reduced feeding capacity of Lyn”
MEF to maintain CLL cell survival compared to Lyn“"*“* cells (Fig. 2b,
Supplementary Fig. 1c), further underscoring the functional rele-
vance of LYN kinase in the stromal microenvironment. To recapitu-
late the murine results in a fully human co-culture setting in vitro,
we generated LYN-knockout (LYNX?) single-cell clones of the
human bone marrow derived stromal cell line HS-5 (Supplementary
Fig. 1d, 1j i) by CRISPR/Cas9-induced frameshift mutation (Fig. Sle),
which did not affect HS-5 cell growth (Supplementary Fig. 1f). Similar
to MEF, LYNK® HS-5 cells could not support CLL cell survival
as potently as LYN"T control cells in co-culture, revealed by a
significantly reduced CLL viability after 72 h and 96 h (Fig. 2c). We
predominantly used low-risk, treatment naive patient samples
(Supplementary Fig. 1g) with a strongly variable rate of spontaneous
cell death, ranging from 12% to 60% viability after 72 h of culture. Still,
intra-patient pairwise comparison demonstrated a highly consistent
reduction of HS-5 feeder support in the absence of LYN (Fig. 2d) and
independently of the IGVH status of CLL samples (Supplementary
Fig. 1h). In addition, LYNX® clones were generated in a second stromal
cell line NKtert (Supplementary Fig. 1i, j ii). Like the HS-5 co-culture,
LYNX® NKtert cells also exhibited impaired leukemic feeder function
compared to LYN"T counterparts, revealed by a consistent reduction
of CLL cell viability in co-culture (Fig. 2e, f). In marked contrast to
fibroblasts, knockdown of LYN kinase in the HUVEC endothelial cell
line did not influence their CLL supportive capacity (Supplementary
Fig. 1k, I). Taken together, in vivo and in vitro results strongly indicate
a functional role of LYN in stromal fibroblasts contributing to
microenvironmental CLL support.

Integrative multi-omics analysis identified a transcriptionally
altered fibroblast polarization in LYN-deficient cells perturbat-
ing predominantly cytokine- and extracellular matrix related
pathways

To characterize the molecular consequences caused by LYN defi-
ciency in stromal fibroblasts, we subjected LYN"" and LYNX® HS-5
cells to multi-omics profiling comprising four layers: transcriptome
(T), label-free quantitative proteome (P) and secretome (S), and
SILAC-labeled phosphoproteome (phospho-tyrosine (pYome) (Y)).
Additionally, we profiled LYN"" and LYN¥® HS-5 transcriptome after
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Fig. 1| LYN kinase in non-hematopoietic microenvironmental cells promoted
CLL expansion. a Graphical illustration of the in vivo experimental setup. 1. Lyn™"
mice were lethally irradiated and the hematopoietic system was reconstituted using
Lyn™ or Lyn""* bone marrow transplantation (BMT), resulting in chimeric mice
lacking LYN globally (tLyn™") or specifically in the radioresistant stromal compart-
ment (chLyn?). 1. The hematopoietic system was successfully reconstituted after

8 weeks and chimeric mice were subsequently transplanted with 10’ murine TCLI®™*
CLL cells (4 biological replicates). lllustration was created with BioRender.com.

b Leukemic expansion in the peripheral blood was monitored every 14 days via flow
cytometry and is displayed as fraction of CD5'CD19* CLL cells in all CD45" leukocytes
(tLyn”" n=7; chLyn”" n=10; Lyn“"** n=8; mean + SEM; two-sided Mann-Whitney
test: Week 4 Lyn“““' vs. chLyn” p = 0.02499, Week 4 Lyn“"* vs. tLyn”" p=0.001166,
Week 6 Lyn“"“ vs. tlyn”" p =0.002165, Week 8 Lyn“"* vs. tLyn”" p = 0.035714).

¢ Kaplan-Meier curve illustrating the survival of chimeric recipient mice after CLL

adoptive transfer (tLyn”" n=6; chLyn”" n=11; Lyn*"* n = 8; Mantel-Cox log-rank test:
Lyn“““tvs. chLyn” p=0.0119, Lyn“"“* vs. tLyn”" p=0.0021, chLyn™" vs. tLyn”"
p=0.4707). d Representative images of Hyperion Imaging Mass Cytometry of a
healthy control lymph node (HC-LN) (¢top) and a CLL-LN (bottom). (Left) False color
image (middle) result of cell-type segmentation (right) segmented fibroblasts color-
coded by mean LYN intensity (bars represent 50 um, representative of total n=9 HC-
LN and n =12 CLL-LN). e Violin plot for mean LYN expression per segmented single
cell (Healthy controls: n=9 HC-LN (3272 endothelial cells; 6466 fibroblasts); CLL:
n=12 CLL-LN (1817 endothelial cells; 7543 fibroblasts); boxplots represent median
with the interquartile range, whiskers indicate adjacent values, violin represents
kernel density estimation, independent two-sided t-tests: endothelial p = 7.380e-41,
fibroblasts p =2.942e-170). See also Fig. S1. Source data are provided as a Source
Data file.

CLL co-culture (T,). All “omics” layers were combined in a multi-step
integrative analysis (Fig. 3a). The profiling layers covered 19,511 and
20,193 transcripts (T and T,), 1,836 and 314 proteins (P and S), and 122
phospho-tyrosine sites (Y). Altogether, 213 (T), 810 (T.), 109 (P), 37
(S) and 18 (Y) were differentially expressed (LYN*?/LYN"T HS-5 cells)
(Supplementary Fig. 2a). Results of independent analyses are listed in
Supplementary Data 1, 2 and Supplementary Fig. 2a, b. Differentially
expressed genes/proteins (DEG/P) are depicted in Supplementary
Fig. 2c-g, and data are deposited in different EMBL-EBP databases
(see Data availability statement).

Overall, results of the transcriptomic and proteomic analyses
were highly similar regarding individual DEG/Ps and enriched func-
tional pathways, implying that numerous changes of protein
expression resulted from transcriptional alterations. We tested the

strength of the relationship between DEG/Ps of the (T), (P) and (S)
“omics” layers using a Spearman correlation analysis, and found a
strong dependence (p = 0.87) (Fig. 3b), indicating that LYN-deletion
perturbed the transcriptional regulation of stromal cells.

Accordingly, integrative interpretation of independent Pathway
(Reactome) (Fig. 3¢) and Gene Ontology (GO) (Fig. 3d) term enrich-
ment analyses consistently identified two major transformations
under LYN*Y/LYN"T condition: the most striking alterations were
extracellular matrix (ECM)-related processes followed by cytokine-
related ones. Network visualization highlights clustering of top
enriched Reactome-Terms into these two domains (Fig. 3e), which
could be exemplified by the consistent deregulation of extracellular
matrix proteins (BGN, TGFBI, EFEMP1, THBSI) along with cytokines
(CCL2, CXCL8) in mono-culture (Supplementary Fig. 2b).
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Fig. 2 | LYN kinase in fibroblasts supported primary CLL cell survival in vitro.
a, lllustration of the different in vitro co-culture systems: Primary human CLL
samples were isolated from the peripheral blood of CLL patients. LYN proficient
and deficient stromal feeder cells were either isolated from MEF of Lyn“"* and
Lyn™" mice or generated in human BMSC lines via CRISPR/Cas9. Leukemic and
stromal cells were co-cultured, and CLL viability (defined as proportion of Annexin
V/7AAD" cells of all CD45" cells) was measured over time by flow cytometry.
Illustration was created with BioRender.com. b Lyn“”“* and Lyn”~ MEF (n =2 clones
per genotype) were used in co-culture with primary human CLL samples (n=3).
Depicted is the CLL viability over time (mean + SEM; two-sided Mann-Whitney test
for Lyn“““ vs. Lyn”" at each time point: 24 h-72h p=0.002165). ¢, d LYN"" and
LYNX® HS:5 single-cell clones (SCC) were used in co-culture with CLL cells. (CLL

n=19; 2 clones per HS-5 genotype). c illustrates CLL viability over time (mean
SEM; two-sided Mann-Whitney test for LYN"" vs. LYNX? at each time point: 72 h
p=0.003056; 96 h p=0.013878) and (d) highlights individual sample viability after
72 h of co-culture (single representative HS-5 clone per genotype; bars represent
mean viability; two-tailed Wilcoxon rank test: in all tests p <0.0001). e, fLYN"" and
LYNX© NKtert Cas9 SCCs were used for co-culture assays with CLL cells. (CLL n=10;
LYN"T1 clone, LYN¥C 5 clones). e illustrates CLL viability over time (mean + SEM;
two-sided Mann-Whitney test for LYN"" vs. LYNX® at each time point: 72 h
p=0.049609) and (f) highlights individual sample viability after 48 h of co-culture
(from 8 CLL patients; LYN"": 1 clone; LYNX: every circle represents mean viability
on 5 distinct LYNX© clones; bars represent mean viability; Wilcoxon rank test: in all
tests p=0.0078). See also Fig. S1. Source data are provided as a Source Data file.

ECM alterations globally integrated the highest number of target
genes (Fig. 3¢ red, 3d, Supplementary Fig. 2i) and additionally changes
in metabolic functions could be linked to ECM organization (Fig. 3c
yellow and light green), indicating a widespread ECM remodeling
affecting the biogenesis and composition of LYNC ECM. More speci-
fically, network visualization revealed clustering of enriched ECM
terms related to collagens, ECM signaling and glycosaminoglycan
metabolism (Fig. 3ei). The consistently enriched central pathway “ECM
organization” showed a predominant differential expression of col-
lagens and metallopeptidases (Fig. 3eii), in agreement with results
from GO-Term analyses (Fig. 3d).

Cytokine related alterations were represented by differential
expression of CCL2, CXCL5, CXCLS8, CXCL10, IL1 or IL6 on the mole-
cular level (Fig. 3b, Supplementary Fig. 2c-e, g) and enriched terms
such as “Cytokine binding” and “Chemokine receptor binding” in GO-
Term analyses (Fig. 3d), and “Signaling by Interleukins” in Reactome-
Pathway analyses (Fig. 3c blue, ei). In co-cultured HS-5 cells (T.),
alterations in “Senescence-Associated Secretory Phenotype” pathway
also indicated the perturbation of cytokine secretion (Supplementary
Fig. 2i). Moreover, several cytokine-signaling associated pathways

(Fig. 3c green) as well as processes related with “Cellular responses” to
different stimuli were prominently altered in Proteome and pYome,
but not in Transcriptome and Secretome layers (Fig. 3c, d). This might
reflect the impaired intracellular signaling cascades generated by LYN
depletion as well as putatively point to a shifted autocrine response as
secondary effect following the altered cytokine profile.

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), a different enrichment
algorithm, taking into account also changes in gene expression below
the significance threshold, validated the previous enrichment of the
transcriptomic data and identified a downregulation of the “epithelial-
mesenchymal-transition” signature, which is known to overlap with
ECM organization changes®, and of inflammatory pathways including
“TNFa Signaling via NFkB” and “Inflammatory response” in LYNKC
fibroblasts (Fig. 3f, Supplementary Fig. 2j).

Together, LYN*? HS-5 cells exhibit a uniformly altered profile on
both protein and transcription levels which points to a transcrip-
tional reprogramming function of LYN in BMSC. This rewiring of
fibroblasts towards a leukemia-supportive phenotype seems to
involve a profound remodeling of the ECM and of cytokine
production.
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deregulation of ECM-related molecular functions in murine splenic
fibroblasts upon LYN deficiency (Supplementary Fig. 2n), mirroring
our observation in HS-5 cells. However, splenic fibroblasts occurred at
low abundance, and the analyzed cell populations still contained
residual immune cells that might partially account for the changes in
DEGs and deregulated pathways.
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Fig. 3 | Integrative multi-omics analysis identified a transcriptionally altered
fibroblast polarization in LYN-deficient cells perturbating predominantly
cytokine- and matrix related pathways. a Multi-omics profiling. lllustration was
created with BioRender.com. b Spearman rank correlation analysis between T and
S/P. Commonly expressed genes/proteins (52 in total) with absolute log,-FC > 0.8
were selected. ¢ Integrative Reactome-Pathway Enrichment analysis. Weighted
Voronoi Treemap (top) represents a hierarchal visualization of enriched top-level
pathways (defined by single colors) enclosing sub-level pathways with the anno-
tation of each enriched “omics”-layer. The proportional area matches the frequency
and weight of this region per total. Grayscale plots (bottom) show statistical sig-
nificance (FDR calculated by clusterProfiler’®) for each sub-level pathway per
“omics”-layer. d Heatmap of enriched GO-Terms independently performed per
“omics”-layer, common terms displaying statistical significance (-log;o q value
calculated by clusterProfiler*’) are depicted. GO-terms are colored according to top-
level pathways in (c). Bar plots represent total number of genes contributing to the
enriched term (green: Molecular Function; gray: Biological Process). e Network
visualization of Reactome-enrichment results: (i) Enrichment map of the top

deregulated pathways in T, T, P, S. Each node represents one Reactome-Term, the
circle colors indicate “omics”-layers in which the pathway was deregulated, circle
size represents DEG number within this term. Edges represent shared genes
between nodes, generated by clusterProfiler*°. Domain annotation was added
manually. (ii) STRING protein association network contributing to “ECM organi-
zation” Reactome-Pathway. Every node is divided in four segments (representing T,
T, P, S) colored by the gene/protein log,-FC value. Gray color indicates missing
values, asterisks indicate significant differentially expression in the respective layer
(specified in Methods). Well-defined clusters of different ECM protein families were
manually annotated. Only proteins with interaction score > 0.9 are shown. f Gene
Set Enrichment Analysis (GSEA) in T and T.. Normalized enrichment scores (NES) of
enriched genesets from the Hallmark Molecular Signatures Database are depicted.
Colors represent “omics”-layers, dot size represents statistical significance as -log,
of adjusted p value (specified in Methods) of enriched terms. Genesets with
negative NES were enriched in LYN"', positive NES enriched in LYN*® clones. See
also Fig. S2. Source data are provided as a Source Data file.

LYN deletion disturbed the CAF-like phenotype in bone marrow
stromal cells and primary CAF

Stromal cells in the malignant microenvironment acquire an adapted
secretion of soluble factors and remodeling of the ECM, through which
they influence cancer cell biology and disease progression’, altogether
summarized as a cancer-associated fibroblast (CAF) phenotype. Simi-
larly, stromal cells in the CLL-TME acquire a CAF-like phenotype con-
tributing to leukemia progression®®. As LYNXC in stromal cells
particularly affected cytokine- and ECM-related pathways and resulted
in a reduced tumor support, we postulate that LYN expression in
stromal cells may modulate CAF features.

GSEA enrichment of experimentally defined genes upregulated in
CAF from bone marrow derived mesenchymal stem cells published
before” indicated a significant deregulation of those in LYN*® stroma
cells (Supplementary Fig. 3a). Correspondingly, a manually curated set
of “CAF related markers” identified numerous markers that were sig-
nificantly altered in HS-5 LYNC cells (Fig. 4a), corroborating a role of
LYN in the CAF differentiation.

To further validate changes in the CAF signature upon LYN
deletion, we examined an array of typical CAF markers as previously
defined in pancreatic cancer? in four cell lines. Besides the two
BMSC lines HS-5 and NKtert, we established two immortalized CAF
(imCAF) cell lines from two patient-derived pancreatic cancer spe-
cimens and generated two polyclonal, partial LYNXC clones using
CRISPR/Cas9 in each imCAF line (Supplementary Fig. 3b). Strikingly,
mRNA expression of various general CAF markers was consistently
reduced upon LYN knockout (Fig. 4b): PDGFRB was clearly down-
regulated in all cell lines, and FAP and /TGBI mRNA levels showed a
trend towards reduced expression. However, the levels of PDGFRA
and CAVI were altered inconsistently. PDPN expression was com-
pletely absent in LYNX® HS-5 and imCAF#2 cells, but exhibited
variable levels in different NKtert and imCAF#1 clones. At the pro-
tein level, LYN expression was reduced by 78-91% in LYN¥® imCAF
clones, which resulted in visible reduction of PDGFRP and
oSMA (Fig. 4c).

LYN deficiency altered CAF-associated polarization by dimin-
ishing inflammatory features and enhancing typical myofibro-
blastic functions

CAF display very heterogenous polarization states and can be segre-
gated into two most abundant subtypes with distinct phenotypes and
functions: inflammatory (iCAF) and myofibroblastic (myCAF), with
iCAF being largely responsible for cytokine secretion and myCAF for
ECM remodeling®’. We also assessed mRNA expression of markers
associated with these subtypes® and observed a consistent reduction
in various inflammatory molecules, including /L6, ILIA, LIF, CSF3 and
CXCL1 (Fig. 4b), strongly corroborating the described perturbation of

cytokine-related pathways in HS-5 cells (Fig. 3c, d, f) and further
implying an inhibition of inflammatory iCAF promoting pathways in
the LYNX® cells.

The transcriptional differences in myofibroblastic markers
such as ACTA2, CTGF and COL1AI were less consistent than iCAF
markers across the four cell lines (Fig. 4b). PDAC-derived CAF fea-
tured a myofibroblastic polarization with high aSMA expression,
which was apparently decreased in LYN-deficient imCAF lines
(Fig. 4c). Stimulation of LYN*® HS-5 cells with the major myofibro-
blast promoting cytokine TGF completely failed to induce PDGFR[
and FAP expression in comparison to LYN"T cells (Fig. 4d). More-
over, LYNXC cells exhibited a more bulbous, rounded morphology
distinct from the classical elongated, spindle-shaped LYNYT cells
(Fig. 4e) accompanied by an increase in flow-cytometric side-scatter
which implies further changes of the intracellular structure in LYN¥®
cells. Also, migration in a wound healing scratch assay was sig-
nificantly enhanced in LYNX® HS-5 cells (Fig. 4f). Altogether, this
implies that LYN deficiency also impacts on the myofibroblast-
related phenotype and function of stromal cells, closely related to
the changes in ECM remodeling described in the multi-omics
analysis.

Treatment of LYN"" HS-5 cells with the different LYN/SFK inhibi-
tors dasatinib, bosutinib and saracatinib exerted similar transcrip-
tional changes as genetic LYN knockout: All inhibitors impaired FAP;
dasatinib and saracatinib also impaired PDGFRB expression (Fig. 4g).
The effects induced by these inhibitors appeared to be mainly medi-
ated by LYN because PDGFRB and FAP expression were not additionally
compromised by dasatinib and bosutinib in LYN® cells (Fig. 4g); only
saracatinib further reduced the already decreased mRNA levels of FAP
in LYNX© HS-5 cells.

Although FAP and PDGFRf expression was strongly diminished
in LYN*® BMSC (Fig. 4a-d, Supplementary Fig. 3c) and both mole-
cules were associated with the leukemia protective function of
stromal cells® ¥, both FAP- and PDGFRpB-knockdown (Supplemen-
tary Fig. 3d) did not impair stromal feeding capacity in CLL co-
culture (Supplementary Fig. 3e, f). This demonstrates that FAP and
PDGFRp are not the main effectors of LYN function in BMSC, and
the perturbated CAF-program might rather be of collective
relevance.

Altogether, these results show that LYNKC fibroblasts resemble a
disturbed CAF-like phenotype in different cell lines, impacting on the
inflammatory differentiation and associated cytokine secretion as
well as on the ECM-related myofibroblastic differentiation. Treat-
ment with available SFK inhibitors further indicated the relevance of
LYN in this reprogramming, as effectiveness of reducing FAP and
PDGFRP expression by kinase inhibition was impaired in LYNXC
stromal cells.
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Diminished CLL support upon LYN deletion is not related to separating feeder and leukemic cells via transwell membranes in HS-5
changes in cytokine secretion and MEF was incapable to increase CLL viability (Fig. 5a). Although HS-

Despite the profound changes in secreted cytokines of LYN¥? cells,the 5 or NKtert conditioned medium could slightly enhance leukemic
reduction of these soluble factors was insufficient to explain the viability, this effect was negligible compared to direct co-culture and
altered feeder effect of LYN*© cells on leukemic cells, particularly independent of stromal LYN-expression (Fig. 5b), indicating that
because direct contact is needed for CLL support®: Indirect co-culture  stromal LYN supports CLL viability upon direct contact.
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Fig. 4 | LYN deletion disturbed the CAF-like phenotype and associated polar-
ization in stromal cells by diminishing inflammatory features and enhancing
typical myofibroblastic functions. a Heatmap of a curated list of genes associated
with CAF phenotype. Fold changes (log,-FC) from “omics”-layers are depicted. Red
and blue color represent log,-FC of genes in LYN"" and LYN*® clones, respectively.
Individual layers, where a gene was not detected, are gray. Genes were grouped by
their cellular compartment and asterisks indicate “omics”-layers where genes were
significantly differentially expressed (specified in Methods). b Transcriptional
levels of CAF markers according to Biffi et al.** in different LYN"T and LYN¥® cells (i:
HS-5, ii: NKtert, iii/iv: two imCAF lines) determined by qRT-PCR. (HS-5: 3 SCC per
genotype; NKtert: 1 LYN"T SCC vs. 2 LYNX? SCC; imCAF#1: 2 polyclones per geno-
type, imCAF#2: 1 LYN"T vs. 2 LYN¥C polyclones). ¢ Immunoblot of LYN" or LYN*®
imCAF#1 and imCAF#2 for selected CAF markers. (i) and (ii) were prepared from the
same lysates. d Immunoblot of LYN" or LYNX® HS-5 cells (3 clones per genotype,

untreated or stimulated with 10 ng/ml TGFf for 24 h) for selected CAF markers. e (i)
Bright field (left) and immunofluorescence microscopy (right) for phalloidin and
Hoechst showing morphology of LYN*® cells under normal culture conditions. (ii)
Quantification of FSC and SSC of HS-5 LYN"" and LYNX® (mean + SEM, 3 clones per
genotype). f Migration of HS-5 cells in a scratch assay. The scratch area relative to
the maximal value was measured every 20 min by live cell microscopy for HS-5
LYN"T (1 clone) and LYNX® (3 clones) in independent triplicates (mean + SD) (i). Area
Under the Curve (mean + SD; Mann-Whitney test p = 0.0044) (ii). g LYN"" and
LYNK© HS-5 cells were treated for 24 h with kinase inhibitors (1uM dasatinib, 5 uM
bosutinib, 5 uM saracatinib), mRNA levels of PDGFRB and FAP were assessed by
gRT-PCR (2 SCC per genotype). In all qRT-PCR gene expression was normalized to
PPIA. Depicted are means (+ SEM where applicable) from the indicated number of
clones per genotype. See also Fig. S3. Source data are provided as a Source Data file.

To investigate if the perturbated cytokine secretion upon LYN
deficiency had other functional relevance because it has been
increasingly acknowledged that CAF secretome can strongly mod-
ulate immunity via interaction with immune cells"*, we assessed
stromal LYN effect on T-cell activation. Culturing PBMC directly on
HS-5 stroma cells or indirectly with HS-5 conditioned medium
induced an increase in surface expression of CD25 and CD69 acti-
vation markers on CD4 and CD8 T cells, whereas this activation was
significantly reduced upon culture with LYN¥® HS-5 cells (Fig. 5c).
This suggests a potential impact of stromal LYN on T-cell-mediated
immune response towards leukemia, driven by changes in cytokine
secretion.

Despite the dependency of leukemic feeding capacity on direct
contact, the reduced leukemic survival observed on LYNXC cells was
not caused by impaired adhesion because CLL cells could adhere
3-fold better to LYNXC than to LYN"T HS-5 cells after co-culture
(Fig. 5d). The increased adhesion may relate to the elevated transcript
and protein levels of several adhesion molecules such as LFA1, ICAM1
and VCAMI1 on LYNXC cells (Fig. 5e-h). Although adhesion of CLL cells
to stroma via VLA4-VCAMI and LFAI-ICAMI signaling axes can facil-
itate leukemic cell survival****, their increased levels could not com-
pensate for the loss of stromal LYN in this setting.

LYN-dependent regulation of ECM proteins like
Thrombospondin-1 (THBSI1) in stromal cells governed the via-
bility of CLL cells
As ECM generally shapes lymphomagenesis'>*? and can promote via-
bility and chemoresistance of CLL via molecules such as CD44* or
integrins’, we hypothesized that LYN effects were mediated by CLL
contact to the ECM. Indeed, CLL cells cultured on decellularized
fibroblast derived matrices (FDM) from LYN*® HS-5 cells showed a
significantly reduced viability compared to LYN"" FDM co-culture
(Fig. 6a). Notably, while LYN"T FDM did not clearly influence CLL via-
bility when compared to mono-culture, LYN¥® FDM surprisingly
reduced CLL viability to lower levels than CLL mono-culture, sug-
gesting that LYNX® ECM may eventually exhibit leukemia-suppressive
functions. In conclusion, the changes in the ECM seem to be highly
relevant in attenuating CLL cell viability upon direct stromal contact.

To dissect the functional relevance of additional, specific ECM
components, we investigated the ECM protein Biglycan (BGN), which
was found almost absent on protein and transcript levels in LYN¥® HS-5
cells in multi-omics analyses (Fig. 3b, Supplementary Fig. 2d, e, g).
Immunoblotting validated the strongly reduced protein expression
upon LYN deficiency (Fig. 6b) and importantly, siRNA-mediated
knockdown of BGN in HS-5 cells resulted in a significant reduction of
CLL cell survival in co-culture experiments (Fig. 6¢). This suggested a
leukemia-supportive function of BGN that is lost after ECM remodeling
in LYNXC stromal cells.

However, loss of leukemia-supportive BGN alone does not
explain the leukemia-restrictive effect of LYN*® FDM. Tumor-

suppressive functions have been described for several ECM pro-
teins in solid cancers® and some hematological malignancies”™. In
CLL, the matrix glycoprotein Thrombospondin-1 (THBS1), a versatile
player of the microenvironment, is capable of inducing caspase
independent apoptosis of leukemic cells via CD47 ligation***®, and
increased THBSI levels are associated with better survival of CLL
patients”. Interestingly, increased levels of the CLL-restrictive matrix
protein THBS1 were detected in the transcriptome and secretome of
LYNK® HS-5 cells (Fig. 3b, Supplementary Fig. 2d, e), potentially
explaining this leukemia-restrictive ECM in LYN*® BMSC. Validating
the multi-omics results, mRNA expression of THBS1 was increased
6-fold in LYNX® HS-5 and 50-fold in NKtert cells, respectively (Fig. 6d,
Supplementary Fig. 4a). The THBSI protein was strongly enriched in
LYNKC HS-5 cells and culture media compared to LYNX® counterparts
(Fig. 6e, f). In imCAF cells, THBSI protein was also overexpressed in
LYNXC clones, but showed variable mRNA levels (Supplementary
Fig. 4b, c).

In agreement with a previous report®, recombinant human
THBSI1 reduced CLL cell viability in a time and dose dependent
manner after 6 h and 24 h in vitro (Fig. 6g, Supplementary Fig. 4d).
Additionally, the co-culture of CLL cells with THBS1-overexpressing
HS-5 cells similarly decreased CLL viability compared to controls
(Fig. 6h, Supplementary Fig. 4e) as early as 24 h after co-culture.
THBSI1 overexpression had no effect on feeder cell proliferation or
viability (Supplementary Fig. 4f). Reversely, siRNA-mediated
knockdown of the overexpressed THBSI in LYN*® HS-5 cells (Sup-
plementary Fig. 4g) increased the feeding capacity of LYN¥C cells in
co-culture, thereby partially reversing the effects of the LYN
knockout (Fig. 6i) without affecting feeder cell proliferation (Sup-
plementary Fig. 4h). Moreover, pretreatment of CLL cells with a
blocking anti-CD47 antibody induced a significant increase of CLL
cell viability in co-culture with LYN*® HS-5 but had no effect on
viability in LYN"T co-culture (Fig. 6j), mechanistically confirming
that THBSI1 induced CLL cell death via CD47 ligation. Notably, the
used anti-CD47 antibody acted as a blocking antibody, and did not
impair CLL cell viability (Supplementary Fig. 4i). The distinctive
efficacy of CLL-specific CD47 blockade in co-culture between LYN"'
and LYNX® BMSC strongly supports the notion that LYN regulates
THBSI1 expression in stromal fibroblasts and acts—at least in part—
via CD47 ligation on CLL cells. In accordance with the inhibitory
effect of LYN on THBSI1 expression in cell lines, we observed sig-
nificantly lower levels of fibroblastic THBS1 in CLL-LN compared to
HC-LN in imaging mass cytometry analysis (Fig. 6k, Supplemen-
tary Fig. 4j).

Collectively, LYNK® stromal cells displayed a leukemia-
restricting ECM composition, exemplified by the significant mod-
ulation of THBS1 and BGN. As expected, modulation of either THBS
or BGN alone could not fully recapitulate stromal LYNXC effect on
CLL cell survival, suggesting that LYN kinase orchestrates additional
regulators.

Nature Communications | (2023)14:1330



Article

https://doi.org/10.1038/s41467-023-36824-2

a Transwell
HS-5 MEF
Primary human CLL cells cultured with
—e— without feeder cells
~S= directly with LYN"T HS-5 feeder cells Primary human CLL cells cultured
Memb
EZter\anne directly with LYNKC HS-5 feeder cells —&- without feeder cells
-~ indirectly with LYN"T HS-5 feeder cells =% indirectly with Lyn*"* MEF feeder cells
~©- indirectly with Lyn” MEF feeder cells
100+ indirectly with LYNKC HS-5 feeder cells 100+
0‘\
- 80 - 804 N\
R R 2 NN
0.4pm pore sized i /E - W9~
transwell 3 60 \ & \r 3 60 N ----E
¥ o o ~ao -
Il - - S~< i
S DU N 3 :
&‘ e o 40 ° 40
t Qo § — - ——— § -3
s s
o & 4 > 20 % > 204
0 T T T T T 0 T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72
Time [h] Time [h]
b » .
Conditioned Medium c
HS-5 NKtert T cell activation
*k
CD4 T-cells CD8 T-cells
_ - LYNVT - 4 = % = - 4 - % - LYNWT - 4+ - % - - % -+ -
100 % 100 LYNKO - -+ - 4 - - % - & LYNKO - - + - & [
—_ —_ contact direct CM_ direct CM_ contact direct CM  direct CM_
X 801 X 80 37 3
= = * * ok
3 ° 3 Q M
o 60 Q 60 2 2
- - 8 24 . 82 N <
- a a o \ o NR 7
Condlt[oned ?’ 40 A tz 40 = \ ; b= R 7
medium = o 5 [T \ 5 i Nl | 478
—— S 201 £ 20 = 1 \NRIHEY
, N v Vi
» @ 0 04 o N Ne 0 NN pa
T T T 1 T T T T
: Feeder: - WT KO wr  Feeder: €D25 CDé9 CDb25 CD69
CM: - + + - CM:
direct: - - - +
d e f
500 2000
i1 w]
1500 o
) - [T T Fe|Fc| w0 5 B _
z 10004
£ 0 ITGAS5 (CD49¢) £l Erom
= ITGAV (CD51)
3 VLA 4| ITGB1 (CD29) oL o
§ 0.5+ |TGA4 (CD49d) g LFA1 (CD11a/18) LFA1 (CD11a/18)
02 ITGAM (CD11b)
0.0 LFA1 (CD11a/18) : woooy B e
&€ ITGAL (CD11a) | g o000 £ o
. = = T
i w3 ITGB2 (CD18)
LYNKO Hs 5 20000 |© 20000
: ICAM1 (CD54) ; oL o
NCAM (CD56) ICAM1 (CD54) ICAM1 (CD54)
vcAm1 (cp1oe) | K+
E-Cadherin (CD324) 600-] -
- i * _ o —
N-Cadherin (CD325) € s g
|092FC 500
200+
LYNKOILYNWT
[:] V::AM1 (CD106) VCAM (CD106)
4202 4 O Hs-5 LYNWT [ imCAF#2 LYNWT
[ HS-5 LYNKO B imCAF#2 LYNKO

A perturbated inflammatory signaling and a reduced cJUN
expression disinhibit THBS1 expression and suppress leukemia

support in LYN*® BMSC

To elucidate the regulatory mechanism underlying LYN-induced
effects and predict the involved upstream regulators, Ingenuity Path-
way Analysis (IPA) was performed (Fig. 7a). Corresponding to changes

in iCAF signature (Fig. 4b) and reduced inflammatory signatures in
GSEA (Fig. 3f) we found a striking reduction of an inflammatory reg-

ulative network, including the NFkB complex, TNF, IL1 and JUN in

LYNXC cells (Fig. 7ai), which was mainly driven by differential expres-
sion of cytokines such as CCL2, IL1, CXCL8, CXCL5 and CCL20, and of
ECM components like ITGAV, MMP1 and MMP3 (Fig. 7aii).

Nature Communications | (2023)14:1330



Article

https://doi.org/10.1038/s41467-023-36824-2

Fig. 5 | Diminished CLL support upon LYN deletion is not related to changes in
cytokine secretion. a CLL cells (n=5) were cultured with HS-5 (1 clone per geno-
type) (middle) or MEF (CLL: n=4; MEF: 1 clone per genotype) (right) in direct
contact or separated by a 0.4 um pore-sized transwell membrane. (mean + SEM;
Uncorrected Fisher’s LSD test for LYN" vs. LYN¥?: 48 h direct p=0.0028; 72 h
direct p=0.0004; 96 h direct p=0.0003). b CLL (n=3) were cultured for 72 h in
HS-5 cell conditioned medium (3 clones per genotype) (middle):, without feeder
cells vs. direct contact to LYN"™ p=0.0032, with CM from LYN"" vs. direct contact
to LYN"T p = 0.0156, with CM from LYNX® vs,. direct contact to LYN"' p = 0.0201) or
48 h in NKtert cell conditioned medium (right) (CLL: n=S5, NKtert: 1 clone per
genotype, without feeder cells vs. CM from LYN"" p = 0.0044), (mean + SEM; two-
sided Uncorrected Dunn’s test). ¢, Healthy PBMC (n =4) were cultured for 72 h
alone, in direct contact or with conditioned medium from LYN"T/LYN¥® HS-5 cells.

MEFI of activation markers on CD3'CD4" or CD3'CD8" cells were normalized to
cells cultured alone (mean + SEM; two-sided Mann-Whitney test against LYN""
conditions: for all tests p=0.028571). d CFSE-labeled CLL cells (n =2) were co-
cultured with LYN"T or LYNX® HS-5 cells for 48 h, images were taken after rigorous
washing ({). Adhesion Index depicts CFSE' CD45" CLL cells per CFSE HS-5 cells (ii) (3
clones per genotype, mean + SEM, two-sided Mann-Whitney test p = 0.0022).

e Heatmap depicting expression fold change from HS-5 T and T, data, and flow
cytometry (Fc) of HS-5 and imCAF#2 cells. Color depicts logy-FC (LYN*?/LYN"T) of
gene expression/MFI respectively, asterisks indicate statistical significance speci-
fied for each dataset). f~h MFI for (f) LFAL, (g) ICAM1 and (h) VCAML1 in HS-5 (left, 3
clones per genotype) and imCAF#2 (right, 1 LYN"" clone vs. 2 LYNX clones) cells
(mean + SD, two-sided Welch's t-test p = 0.0308). lllustration was created with
BioRender.com. Source data are provided as a Source Data file.

Interestingly, IPA revealed that inflammatory pathways were affected
differentially by LYN depletion, highlighting an upregulated Interferon
alpha (IFNA2) signaling in LYNX cells. This reflected the enrichment of
Interferon alpha and Interferon gamma signatures in GSEA analysis
(Fig. 3f, Supplementary Fig. 2j), upregulation of STAT1 and the Inter-
feron response genes IFIT1 and IFIT2 on mRNA and protein level
(Fig. 3b, Supplementary Fig. 2c) and an increased phosphorylation of
STATI1-Y701 in pYome (Supplementary Fig. 2f).

The identified upstream regulators implied deregulation of MAPK
signaling pathway, integrating extracellular ligands such as IL1, IL17
and TNF, MAPK1 (ERK2) kinase and the transcriptional factors JUN and
JUNB. X2K analysis on DEG/Ps from P and T, which performs tran-
scription factor enrichment and subsequent upstream kinase enrich-
ment analysis®, similarly indicated deregulation of kinases related to
MAPK signaling, in particular MAPK14 (p38 Kinase) (Supplementary
Fig. 5a). Moreover, a reduced phosphorylation at the activating
MAPK14-Y182 site was amongst the strongest alterations detected in
pYome data (Supplementary Fig. 2f) and was validated by flow cyto-
metry (Fig. 7b), strongly endorsing changes in MAPK signaling induced
by the LYN knockout in fibroblasts.

To further dissect the downstream transcriptional regulation,
ATAC-sequencing of LYN"T and LYN*® HS-5 cells demonstrated pro-
found changes in accessible chromatin with a generally more open state
in LYN"T cells (Supplementary Fig. 5b, c). Genes with the most reduced
transcripts in LYNXC cells (CCL2, BGN, PDPN) also showed significantly
reduced chromatin accessibility in multiple gene intervals, including
significant deregulation in promoter accessibility (Fig. 7c). Likewise,
genes with the highest increase of transcripts showed increased chro-
matin accessibility in LYN*C cells (ADGRG6, THBSI, IL7R), verifying that
LYNX®-mediated stromal reprogramming occurs largely at the tran-
scriptional level. Footprinting analysis, which characterizes the under-
lying changes in transcription factor (TF) activity, identified several TF
with higher DNA binding in LYN"T cells like SP and CREB. In LYN® cells,
AP-1 complex dimers showed a particularly reduced activity compared
to LYN"T cells (Fig. 7d), which could be recapitulated in TF-motif
enrichment of differentially accessible intervals (Fig. 7e). These data
supported the IPA upstream regulator predictions pointing towards
deregulated MAPK signaling that affected AP-1/JUN activity. On the
other hand, only a few pathways were more active in LYN* cells, with
IRF1 pathway showing the most prominent increase, which parallels the
increased expression of interferon signatures observed in the LYNKC
cells in multi-omics analysis.

Accordingly, reduced protein levels of nuclear c-JUN by approxi-
mately 50% were confirmed in HS-5 LYNXC cells (Fig. 8a, Supplementary
Fig. 5d), and both BMSC lines HS-5 and NKtert (Fig. 8b) as well as
imCAF#2 (Supplementary Fig. Se) exhibited diminished JUN-mRNA
levels upon LYN deficiency. We explored the functional relevance of
JUN in stromal cells by generating polyclonal, partial JUN knockout
clones in HS-5 and NKtert stroma cells using two different gRNAs
(Supplementary Fig. 5f, g). Upon co-culture with primary human CLL
cells, both gRNA generated JUNXC clones in the BMSC cell lines showed

a reduced support of CLL growth compared to JUN"T control cells
(Fig. 8c, d). This illustrated that the leukemia-supportive LYN effects in
BMSC were at least partially mediated by c-JUN.

Moreover, THBSI transcription can be regulated by transcrip-
tional factors downstream of the MAPK pathway such as c-JUN**’,
JUNK cells demonstrated an enhanced THBS1 expression on protein
level (Fig. 8e) and a strong increase in mRNA level (Fig. 8f). To validate
the regulatory function of c-JUN on THBS1 expression, c-JUN expres-
sion was reinduced in LYNX® HS-5 cells, which reverted the increased
THBSI expression in LYN*® cells (Fig. 8g, Supplementary Fig. 5h). This
strongly suggested that overexpression of THBS1 upon LYN deficiency
was mediated via a reduced expression of inhibitory c-JUN. Collec-
tively, these results strongly indicate that a perturbation of inflam-
matory signaling contributes to the reprogramming of stromal cell
following LYN deficiency and mechanistically, a decreased MAPK
activity and diminished c-JUN expression is primarily responsible for
the induction of THBSI expression in LYN*® stromal cells.

Discussion

In this study, we report that the presence of LYN kinase in the stromal
microenvironment supports leukemic cell survival by shaping the CAF-
like polarization of stromal cells and maintaining a tumor supportive
ECM composition, providing strong evidence for an eminent function
of LYN in the tumor microenvironment. In an in vivo model, expansion
of leukemia was delayed, and survival of mice significantly increased
by selective ablation of LYN kinase within the non-hematopoietic
microenvironment. In line with this, deletion of LYN in stromal cells
in vitro consistently decreased the capacity of stromal cells to support
leukemic cell survival, which was dependent on the direct contact of
these cell types. Moreover, we showed that the loss of LYN attenuated
inflammatory signatures including c-JJUN expression, and induced
profound alterations of cytokines and ECM proteins, particularly the
upregulation of THBSI, which induces CLL cell death via CD47 ligation
(Fig. 9). These findings were strongly supported by the observation
that LYN expression was significantly enhanced in lymph node fibro-
blasts of CLL patients compared to healthy controls, accompanied by
lower levels of fibroblastic THBS1 in CLL than healthy controls.

This study extends our previous observations regarding the reg-
ulatory role of LYN in the tumor microenvironment>*. Previous stu-
dies in hematopoietic cells have shown that LYN is critical for
regulating cellular homeostasis in a cell type- and context dependent
manner*’. LYN regulates the equilibrium of the BCR response*, and
maintains a balanced response of myeloid cells by regulation of the
Toll-like-receptor/MyD88 signaling*>* and NLRP3 inflammasome®*.
Global- as well as B cell- and dendritic cell-specific Lyn-knockout in
mice promotes hyperinflammation*#****’, with global Lyn”" mice
having a milder phenotype than mice with LYN-defective hemato-
poietic cells. Our results corroborate the hypothesis that the absence
of LYN in non-hematopoietic cells may restrain hematopoiesis-
induced inflammation*’, by demonstrating a consistent down-
regulation of inflammatory gene signatures and regulators in LYNX?
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stromal cells. This would suggest that LYN exerts different functions in
stromal cells than in hematopoietic cells: predominant activation of
inflammatory responses in the former and attenuation of inflamma-
tory responses in the latter, which cooperatively results in a balanced
intercellular homeostasis in the physiological and leukemic
microenvironment*S.

To date, studies about LYN in non-hematopoietic cells mostly
focused on intrinsic functions of LYN in malignant cells****!, Our
findings provide evidence that LYN is shaping the cellular polarization
of different cell types to support the development of CLL and pre-
sumably of other malignancies. We and others previously showed that
LYN-deletion shifts the polarization of monocytes and macrophages
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Fig. 6 | LYN-dependent regulation of the ECM proteins like Thrombospondin-1
(THBSI) in stromal cells supported the viability of CLL cells. a CLL cells (n=8)
were cultured on decellularized ECM from LYN"" and LYNX® HS-5 cells for 48 h. (i)
illustration, (ii) CLL viability as Annexin V-/7AAD™ per CD45" cells. (mean, two-sided
Wilcoxon test, p=0.0078). b Immunoblot of BGN in LYN"" and LYNX® HS-5 cells
(1 sample each). ¢ HS-5 cells were transfected with siBGN or control siRNA (15 nM),
CLL (n=9) were co-cultured for 96 h (mean, two-sided Uncorrected Dunn’s test:
without feeder vs. siCT p < 0.0001; without feeder vs. siBGN p = 0.0339; siCT vs.
siBGN p =0.0339). d—-f THBSI expression in HS-5 cells. d qQRT-PCR analysis nor-
malized to PPIA. e Immunoblot for THBSL. f Soluble THBS1 measured by ELISA (d: 2
clones per genotype, e, f: 3 clones per genotype; mean + SEM; unpaired two-sided t-
test: p=0256). g CLL cells (n = 8) were cultured with recombinant human THBS1
and viability was assessed after 24 h (mean, two-sided Wilcoxon test compared to
untreated, p = 0.0391). h THBS1-overexpressing and Mock HS-5 cells were cultured

with CLL cells (n =15, 1 clone per condition), (mean + SEM; two-sided Wilcoxon test
for Mock- vs. THBS1-overexpressing: 24 h p=0.005371, 48 h p=0.000366, 72 h
p=0.000427,96 h p=0.003906). i CLL cells (n = 6) were co-cultured with THBS1
knockdown-LYNX® or control HS-5 cells for 72 h (mean, two-sided Wilcoxon test
p=0.0312). j CLL cells (n =10) were co-cultured with antibody-pretreated HS-5 cells
for 48 h. (i) illustration, (ii) CLL cell viability was quantified by flow cytometry
(mean, two-sided Wilcoxon test p = 0.0469). k Violin plot for mean THBS1
expression per segmented single cell in Imaging Mass Cytometry (Fig. 1d). HC-LN:
n=9 (6466 fibroblasts), CLL-LN: n =12 (7543 fibroblasts). Boxplots represent
median with the interquartile range, whiskers indicate adjacent values, violin
represents kernel density estimation, independent two-sided t-tests (p =1.522e
-257). See also Fig. S4. lllustration was created with BioRender.com. Source data are
provided as a Source Data file.

towards an M2 phenotype®**2, This parallels our observation here of an
even more pronounced shift in cellular plasticity upon LYN-deletion in
stromal cells, strongly suggesting a role of this kinase in regulating
cellular differentiation.

Stromal cells adapt to the leukemic microenvironment by
acquiring a CAF-like polarization®, exemplarily shown in murine MSC
upon CLL co-culture®. CLL-derived extracellular vesicles also induced
this CAF-like phenotype in stromal cells, mainly by promoting
inflammatory signaling via AKT and ERK, but interestingly also inclu-
ded LYN phosphorylation’. It was shown that CLL-EV can increase LYN
expression in fibroblasts®. Based on our integrative multi-omics ana-
lysis, we argue that LYN in fibroblasts orchestrates in general inflam-
matory signaling events and in particular the CAF-like polarization of
stromal cells, inducing widespread changes in gene signatures, marker
expressions and tumor-promoting functions.

Our data corroborate that modulating protein kinases, especially
those regulating pro-inflammatory pathways like NFkB or MAPK-JUN,
alters stromal cell functions that are critical for the contact-mediated
support of leukemia growth. In CLL, protein kinases in the stroma such
as PKCPB promote disease progression and influence therapy
response®. Besides inducing metabolic changes, PKCp activates NFkB
and TFEB in stromal cells, thereby regulating proteins involved in CLL
contact like VCAMI***, We similarly demonstrated that stromal LYN
stimulated comparable inflammatory signaling pathways and sus-
tained CLL survival in a contact-dependent manner, agreeing with
previous studies that direct cell contact was required for the feeding of
CLL cells****%, Moreover, we observed an increased adhesion of LYN¥®
BMSC to CLL cells without providing sufficient survival support, sug-
gesting that not only the strength of the adhesion signals but also the
presence of appropriate survival signals or absence of restrictive sig-
nals from stromal cells is needed to ensure CLL growth. Considering
the elevated levels of THBS1 upon LYN deletion, increased adhesion
might even reinforce THBS1-CD47 crosslinking to drive CLL cell death.

THBS], a relevant ECM component in many cancers,”” was shown
to induce apoptosis by ligation to CD47**7¢, Therefore, THBS1 upre-
gulation through LYN-deficiency in fibroblasts reduced CLL survival in
co-culture. As we demonstrated that LYN had a broad range of effects
on the phenotype of stromal fibroblasts, it was not surprising that
THBSI1 overexpression in BMSC did not fully recapitulate the effects of
LYN-knockout on CLL viability. Also, blocking the THBS1/
CD47 signaling axis did not fully restore the feeder capacity in LYN-
defective fibroblasts. Instead, LYN is regulating a group of ECM proteins
such as Thrombospondin-1 or Biglycan, all contributing to the cumu-
lative effects observed in LYN-defective cells. The identified LYN-
dependent function illustrates how kinases can affect the overall ECM
composition and the balance of pro- and anti-leukemic molecules of the
CLL microenvironment. The reported connections between LYN and
myofibroblast/fibrosis formation in organ fibrosis models®’, as well as
regulation of EMT***! are in line with our observation of a diminished
EMT-signature and reduced responsiveness of CAF markers to TGFf3

stimulation in LYN-deficient cells and further reflect the potential of
LYN kinase to regulate the ECM composition. Moreover, as deletion of
LYN partially mimics the inhibition of TGF( (reduced EMT signature and
TGFp target genes like MMPs, VCAN, BGN and LRRCIS, increased IFN-
signatures)®™®, it is tempting to speculate that stromal LYN might be
involved in TGFP signaling. This notion may be supported by the
reduced activation of p38 kinase, a downstream component of the non-
canonical TGFp signaling®. Moreover, interactions of LYN with involved
upstream kinases of the SMAD-independent TGF( signaling such as
TRAF6 and TAKI have been reported in mast cells®*®,

ECM seems to play an important role in hematological malig-
nancies. For example, a mesenchymal gene signature was identified as
a marker for a favorable prognostic outcome, and CAF-derived ECM
molecules were linked to lymphoma-suppressive functions*'%,
Moreover, ECM-related proteins (CollA, Integrino-V, Versican, THBS1)
were associated with tumor suppression and better outcome in CLL".
Therefore, fibroblastic stromal cells may also have anti-leukemic
functions, as demonstrated here for THBSI, similar to some of the
tumor-suppressive functions of myCAF in solid cancers®. This high-
lights that a fine-tuned regulation of stromal cells and the ECM is
important for optimizing their leukemic feeder capacity. The sig-
nificantly lower level of THBS1 in CLL-LN fibroblastic cells suggests that
suppression of leukemia-inhibitory factors in the stroma may repre-
sent a mechanism to promote tumor progression.

Kinase inhibitors are now routinely used for treating hematolo-
gical malignancies. The modulation of non-malignant bystander cells is
not only an apparent off-target effect of these inhibitors, but also
contributes importantly to the mechanisms of action of kinase inhi-
bitors in CLL’. A growing body of evidence points to functional roles of
several protein kinases including LYN to modulate the phenotype of
CLL bystander cells®**®, shaping the CLL niche. In solid cancers,
researchers currently start to exploit the therapeutic potential of
kinase inhibitors that modulate CAF plasticity®. A potential strategy to
make some progress in this direction might be antibodies targeting
CD47, which are emerging for the treatment of hematologic
malignancies®”%, Besides enhancing the phagocytosis of malignant
cells by macrophages, some antibodies might induce CD47 signaling
and subsequent cell death of leukemic cells, similarly to stromal
THBSI. Our study calls for further investigations on the role of kinases
and their effectors in the CLL stroma. The increased use of single-cell
RNA sequencing as well as murine models with lineage-specific kinase
modifications will be beneficial for an improved mechanistic under-
standing of these interactions and their clinical use.

Together the results reported here support the concept that LYN
modulates the polarization of stromal fibroblasts and induces an
inflammatory CAF phenotype, thus rewiring essential components of a
supportive microenvironment niche for leukemia cells. LYN-defective
fibroblasts acquire leukemia-suppressive properties, mediated—at
least in part—by a remodeled matrix and the increased expression of
THBSI, which induces CLL cell death.
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Fig. 7 | Inflammatory signaling involving p38 phosphorylation and c-JUN
transcriptional activity was perturbated upon LYN deficiency. a Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) of Transcriptome (T) and Proteome (P). (i) Predicted
upstream regulators with an absolute mean activation Z-score >2 are depicted.
Individual T and P “omics”-layers are colored respectively and the circle size
determines the number of associated target genes. (ii) Heatmap of the 15 most
abundant target genes of the selected upstream regulators, showing gene-
regulator associations. b Histogram of flow-cytometric assessment of total (i) and
Phospho-T180/Y182 (ii) p38 MAPK expression in unstimulated HS-5 LYN"" and
LYNKXO cells (1 representative clone per genotype of 3 clones). Dashed curves
represent isotype controls, numbers indicate uncorrected MFI. ¢ Diamond plot
illustrating homogenous relation between Epigenomic and Transcriptomic chan-
ges in HS-5 cells. For the top 50 DEGs (25 genes each with biggest/smallest log,-FC)
from HS-5 Transcriptome (T), each diamond represents one related accessible-
interval measured in HS-5 ATAC-sequencing data. Y-Axis position of the lowest

02 [
Iog2(FC) of Motif Enrichment — KO vs. Background

diamond illustrates log,-FC of the representative gene in HS-5 Transcriptome.
Color of each diamond represents log,-FC and size —log;, P value of the respective
interval in HS-5 ATAC-Seq data (analysis specified in Methods). Black margin
highlights differentially accessible (DA) intervals, yellow margins DA-promoter
intervals. Graphical illustration was created with BioRender.com. d Transcription
factor footprinting analysis of HS-5 Epigenome. Activity plot showing the dis-
tribution of z-transformed activity scores of the underlying motifs (y-axis). On the
x-axis the points are distributed randomly. Motifs with differential footprinting (p
value < 0.05 and |z-Score | > 1, analysis specified in Methods) are highlighted in red
(enriched in LYNX?) or in blue (enriched in LYN""). e, One-sided Volcano plot of HS-
5 Epigenome motif enrichment analysis. X-Axis shows the ratio of foreground (in
DA-intervals) vs. background (in all intervals) motif frequency as log,-FC, y-Axis
shows the respective adjusted p value (analysis specified in Methods). JUN/FOS-
related motifs are highlighted in red. See also Fig. S5. Source data are provided as a
Source Data file.

Methods

CLL samples

Primary CLL cells isolated from the peripheral blood of CLL patients,
formalin-fixed paraffin-embedded primary CLL lymph nodes and

lymphoid tissues from healthy donors were collected at the University
Hospital of Cologne after written and informed consent according to
the Declaration of Helsinki and with Institutional Review Board
approvals at the University of Cologne no. 11-319, no. 13-091
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Fig. 8 | Reduced c-JUN expression disinhibited THBS1 expression and sup-
pressed leukemia support in BMSC. a Inmunoblot of total c-JUN protein
expression in cytoplasmatic and nuclear fractions of LYN"T and LYNXC HS-5 cells (2
clones per genotype). b Transcriptional expression of JUN in (i) HS-5 (3 clones per
genotype), (i) and NKtert (LYN"" 1 clone, LYN¥C 2 clones). Expression was mea-
sured by qRT-PCR and normalized to PPIA housekeeping gene expression

(mean + SEM). ¢ HS-5 Cas9 cells were transfected with different crRNA sequences
targeting GFP or JUN 5 days before they were co-cultured with primary human CLL
cells for additional 48 h. CLL cell viability in co-culture was quantified by flow
cytometry as Annexin V/DAPI' of all CD45" cells (CLL n=17; mean; Wilcoxon rank
test compared to crGFP: without feeder and crJUN#1 p < 0.0001; crJUN#2
p=0.0004). d NKtert Cas9 cells were transfected with different crRNA sequences
targeting GFP, JUN or non-targeting (NT) 3 days before they were co-cultured with

primary human CLL cells for additional 72 h. CLL cell viability in co-culture was
quantified by flow cytometry as Annexin V//DAPI” of all CD45" cells (CLL n=6;
mean; two-sided Wilcoxon rank test compared to crNT: in all tests p = 0.0312).

e Immunoblot of JUNXC (2 samples with different gRNAs) and control HS-5 (2
independent samples) Cas9 cells showing THBS1 and c-JUN protein expression. JUN
knockout-efficiency was calculated to crNT control. f qRT-PCR analysis of relative
THBSI mRNA expression normalized to PPIA housekeeper gene expression of HS-5
Cas9 cells (i) and NKtert Cas9 cells (ii) following CRISPR-mediated JUN knockout
(mean, 3 technical replicates). g Immunoblot of LYN"T (one SCC) and LYNX® (2
SCCs) HS-5 cells showing THBSI and c-JUN protein expression 72 h after trans-
duction with cJUN-N-Flag expressing plasmid or Mock control. See also Fig. S5.
Source data are provided as a Source Data file.

(BioMaSOTA), no. 19-1559 (Buffy Coats), no 21-1317 (SFB 1530), no. 19-
1438, no. 19-1438 1, and no. 21-1472. PBMC isolation and CLL cell pur-
ification procedures were previous described in ref. %°. CLL cells were
stored frozen at —150 °C and thawed freshly for every assay.

Mouse experiments

In vivo studies were approved by the state authorities of North
Rhine-Westphalia, Germany (Landesamt fiir Natur-, Umwelt- und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV), approval no.
84-02.04.2016.A058). Only mice of C57BL/6-) background were
used and maintained in a specific and opportunistic pathogen free
(SOPF) animal facility under in-house standard housing
conditions.

Bone marrow transplantation (BMT). BMT, adoptive transfer of
murine CLL cells and all procedures for blood sampling were described
before®. In brief, 8 to 10 weeks old Lyn™ recipient mice were whole-
body irradiated in the rodent gamma irradiation device Biobeam GM
8000 (Gamma-Service Medical, Leipzig, Germany) with a total dose of
11 Gy in 2 fragments. Four hours after the last irradiation, 107 T-cell-
depleted bone marrow cells from Lyn“”** or Lyn”" donor mice were
injected intravenously into the irradiated hosts. Successful recon-
stitution of the immune system after 8 weeks was assessed by per-
ipheral blood sampling and flow-cytometric analysis. Chimeric mice
were subsequently injected intraperitoneally with 10”7 lymphocytes
containing >90% CLL cells from TCLI®** mice, and leukemia burden
was monitored by flow cytometry of peripheral blood samples every
14 days (all antibodies are listed in Supplementary Table 1). Maximal
CLL burden was defined in the ethics approval as leukocyte number/ul

mouse blood >100,000 cells. This maximal burden was not exceeded
in any of the mouse experiments.

Short-term in vivo homing assay. Splenic cells of moribund 7CLI®®**
mice were labeled with 5uM CFSE (Abcam) and 107 cells were injected
intravenously into 8-12-week-old Lyn“”** or Lyn”" mice. Recipient
animals were sacrificed 4 h later to harvest cells from spleens and bone
marrow (femur and tibiae). Cavities of the bones were flushed with PBS
to access bone marrow cells. Flow-through marrow cells and spleno-
cytes were passed through 100 um strainers and cells were washed,
incubated with FC-blocking solution (Miltenyi), fixed and permeabi-
lized by the IntraPrep kit (BD Pharmingen) according to the manu-
facturer’s instructions. Cells were stained with fluorochrome labeled
antibodies (see Supplementary Table 1) and measured by flow cyto-
metry. Migrated CLL cells were identified as CFSE'/TCL1" and nor-
malized to the total cell count.

Cell culture

HS-5 bone marrow stroma cells (RRID:CVCL_3720)% were cultured in
RPMI (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco)
and 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) (Gibco). For TGFB stimulation,
cell layers were washed and incubated with 10 ng/ml TGF-p (Cell-
Signaling) in serum-free RPMI medium for 24 h. NKtert cells
(RRID:CVCL _4667)"° were cultured in DMEM/F12 (Gibco) supple-
mented with 10% FBS, 10% human serum (Sigma), 1% P/S, 0.2 ug/ml f3-
Mercapto-Ethanol (Gibco) and 0.45pg/ml Hydrocortisone (Sigma).
HUVEC cells (RRID:CVCL 9Q53) were cultured in EGM-2 endothelial
cell growth medium-2 (LONZA) supplemented with 1% P/S. Human
CAFs were isolated and purified from human pancreatic cancer tissue
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Fig. 9 | Graphical summary. Summary of LYN governing stromal polarization and
regulating CLL support. Left: LYN induces transcriptional programming of BMSC
via inflammatory regulators (p38, JUN, NFkB), promoting an iCAF-like polarization
and suppressing THBSI transcription. Subsequently, related cytokines (IL1, IL6,
CCL2, CXCLS, CXCLS, LIF) and surface proteins (FAP, PDGFR) are highly expressed
and CLL survival is fostered via direct cell contact, exemplarily via the ECM protein
BGN. Right: In the absence of LYN, BMSC polarization is transcriptionally

reprogrammed (reduced JUN, increased STAT1 expression), resulting in a reduced
inflammatory cytokine secretion and diminished expression of iCAF markers. The
ECM is remodeled with increased collagen production, and THBSI expression is
disinhibited by the reduced JUN expression. Direct contact to the remodeled ECM
restrains CLL survival via enhanced THBSI-CD47 axis. lllustration was created with
BioRender.com.

by a modified outgrowth method as first described by Bachem et al”’.
Freshly resected pancreatic tumor tissues were cut into small pieces
and cultured in DMEM/F12 (Gibco) supplemented with 10% FBS
(Gibco) and 1% P/S (Gibco) in a 6-well plate pre-coated with Collagen
type I. Fibroblasts were let to migrate out the tissue fragments for
1-2 weeks and then cells were harvested with trypsin-EDTA and
transferred to T75 flasks or 10 cm petri dishes for further purification
and expansion. CAFs were immortalized with Lenti-virus induced
SV40 small+Large T2. MEF cells were isolated from 13-day old
embryos of Lyn“"** and Lyn”" mice as described before” and cultured
in DMEM supplemented with 10% FBS and 1% P/S. All cell cultures were
maintained in a fully humidified atmosphere with 37 °C, 5% CO2.

Co-culture and viability measurement of CLL cells. Before co-cul-
ture, 2.5 x 10* (HS-5 and NKtert), 5 x 10* (HUVEC) or 1 x 10° (MEF) feeder
cells were seeded into wells of 24-well plates and let adhere overnight.
The next day, medium was replaced with 500 ul of complete growth
medium, and 5 x 10° primary human CLL cells were added per well. For
indirect co-culture, transwell inserts with 0.4 um pore size (Corning)
were used and CLL cells were seeded into the upper chamber in 200 pl
additional medium. Conditioned medium was generated by culturing
cells in serum-free (HS-5) or supplemented (NKtert) RPMI medium for
48 h before medium collection; potential contaminating cell compo-
nents were removed by centrifugation and sterile filtration through a
0.2 um filter. To generate decellularized fibroblast derived matrices
(FDM), 5x10* HS-5 cells were seeded into each well of the 24-well
plates and decellularization was performed after 96 h of culture. In
brief, HS-5 cells were carefully washed with 37 °C PBS, incubated for
15 min at 37 °C in decellularization solution consisting of 1% Triton X in
sterile H,0, before wells were very carefully washed 3 times with PBS
and ECM integrity was confirmed with microscopy. For CD47 antibody
treatments, CLL cells were pretreated for 1h at 37 °C with 10 ug/ml

purified antibodies (Supplementary Table 5), before cells were washed
and used in co-culture assays. CLL viability in all assays was measured
at the indicated time points by taking a 30 ul suspension sample after
careful mixing without disturbing the feeder layer. For viability stain-
ing, cells were labeled in Annexin V binding buffer (BD Pharmingen)
with indicated antibodies (Supplementary Table 1) for 15 min in the
dark. Flow cytometry was performed using a MACSQuant VYB or a
MACSQuant X flow cytometer (Miltenyi Biotec), and data was analyzed
using FlowJo™ Analysis Software (BD Pharmingen) or Kaluza 2.0 Flow
Analysis Software (Beckman Coulter).

PBMC-stromal cell co-culture. PBMCs were isolated from peripheral
blood samples of healthy donors after informed consent using Sep-
Mate tubes (StemCell Technologies) according to the manufacturers
protocol. Conditioned medium was obtained from 2 x10° HS-5 LYN"T/
LYNK cells after 24 h of culture and prepared for further use by cen-
trifugation and sterile filtration. For the co-culture, 1.5x10° PBMCs
were seeded with 2 x10° HS-5 stroma cells in fresh medium or with
conditioned medium only. Flow-cytometric analysis was performed on
MACSQuant X (Miltenyi Biotec) after 72 h of culture, using the indi-
cated antibodies (Supplementary Table 1). Using FlowJo™ Analysis
Software (BD Pharmingen), T-cell subsets were identified by gating on
DAPI'CD3" single cells, further subdivided according to CD4/CD8
expression and CD25/CD69 MFI was normalized to control PBMCs
cultured 72 h in fresh medium.

Genetic engineering of cell lines. HS-5 cells were transiently trans-
fected with a DNA-plasmid coding for pCas9 and LYN/scramble sgRNA
(Origene) using Lipofectamine 2000 (Thermo Scientific) according to
the manufacturer’s instructions. After 3 days, successfully transfected
cells were selected with 1 ug/ml Puromycin for 4 days before single-cell
clones (SCC) were generated by serial dilution. LYN knockout was
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validated using Immunoblot analysis and Sanger Sequencing. NKtert
and HS-5 cells were transduced with Cas9-EGFP expressing Lenti-virus
(Addgene), selected with 1 ug/ml Puromycin and SCCs were generated
and stored at —150 °C until further use. Successful transduction was
validated for EGFP by flow cytometry and by immunoblot for Cas9.Ina
second step, Cas9-EGFP expressing cells were transfected by Lipo-
fectamine 3000 (Thermo Scientific) with different target-specific
sgRNAs, made up of crRNA:tracrRNA complexes (Dharmacon),
according to the manufacturer’s instructions. Where indicated, single-
cell clones were generated by dilution and successful knockout SCCs
were validated by immunoblotting. Transfection of Cas9 and sgRNA in
imCAF cells were combined into a one-step protocol using a Lentiviral
vector (Vectorbuilder) combining Cas9 and LYN sgRNA or scramble
sgRNA expression. Transfected, polyclonal imCAF cells were selected
with 1pg/ml Puromycin for 4 days before experiments. For transient
knockdown, HS-5 cells were transfected with siRNA sequences against
BGN and THBSI (Dharmacon) in the indicated concentrations using
Lipofectamine 3000. HUVEC cells were transfected with siRNA tar-
geting LYN or Control (Dharmacon) in the indicated concentrations
using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s instruc-
tions (Thermo Scientific). Similarly, transient THBSI and c-Jun over-
expression was generated by transfecting cells with 1pg
THBS1(Addgene) or JUN (Sino Biological) coding plasmid DNA in 6-well
plates with 5 x 10° cells/well. THBSI-transfected cells were maintained
in culture for 48 h before experiments. JUN-transfected cells were
lysed after 72 h to investigate protein expression. Used plasmids and
guide-sequences are further specified in Supplementary Table 4.

Sanger sequencing

Genomic DNA of HS-5 cells from normal cell culture was isolated with
the DNeasy kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions
and LYN primer (see Supplementary Table 3) were used for PCR
amplification. For sequencing, purified PCR product was mixed with
the same primers to a concentration of 2.5uM and sent to GATC for
LightRun sequencing.

Multi-omics profiling

Omics data integration (four “omics” layers) was performed by
applying a multi-step approach, where each “omics layer” was ana-
lyzed individually and further results were combined. An in-house
script merging several R packages was written and followed,
including preprocessing steps, normalization, logarithmic trans-
formation and subsequently, differentially expressed genes/pro-
teins were identified. Individual results of all analyses can be found
in Supplementary Data 1 and 2, raw data is shared in different
databases (see “Data availability statement” for individual accession
numbers).

Gene expression (T). mRNA was isolated from mono-cultured HS-5
LYN"T and LYNX cells (2 clones per genotype) cultured in com-
plete growth medium (RNeasy plus kit, Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions and RNA quantity and quality was
checked by NanoDroplO00 (Thermo Scientific) spectrometric
measurement. Samples of 500 ng were then processed and ana-
lyzed using an Affymetrix Clariom S human Microarray Platform
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s guidelines
at the Cologne Center for Genomics. Genes with low expression
values were filtered out and only those which had sufficiently large
counts were retained for a further statistical analysis. Normal-
ization was performed using variance stabilizing transformation
(vsn)’* and differentially expressed genes were identified using
limma” R package under the following condition (p-adjusted <
0.15; 1<log,-FC <-1). IPA (QIAGEN) was run using p value <0.01
and 1<log,-FC < -1 as input filters and Ingenuity Knowledge Base
as reference set.

Co-cultured HS-5 gene expression (T.). For co-cultured HS-5 cells,
LYN"T and LYNX® cells (2 clones per genotype) were cultured with pri-
mary CLL patient samples (3 different patients) for 72 h. CLL cells were
removed, feeder layers washed carefully before trypsinization and
subsequently contaminating CLL cells were removed by magnetic
depletion of CD45" cells using human CD45 MojoSort reagents (Biole-
gend) according to the manufacturer’s instructions. mRNA was isolated
HS-5 cells using the RNeasy plus kit (Qiagen) according to the manu-
facturer’s instructions and RNA quantity and quality was examined by
NanoDropl000 (Thermo Scientific) spectrometric measurement.
Samples were processed and sequenced PE100, 50 M reads per sample
at the Cologne Center for Genomics according to in-house standards.
Raw data files were used to map reads (sequences) to a reference
genome (GRCh38.p13, GENECODE release 41) using STAR program (v
2.7.10a)’® processed as paired-end reads; followed by a quality control
analysis. Next, read summarization was performed using featureCounts
program (v 2.0.3)”” and as output a count matrix was generated. Genes
with low expression values were filtered out and only those which had
sufficiently large counts were retained for a further statistical analysis.
Normalization factors were calculated to scale the raw library sizes
applying the trimmed mean of M-values (TMM) method. Then, log,
count per million (CPM) values were calculated as a measure for the
expression level of a gene. Differentially expressed genes were identi-
fied using “voom” with sample quality weights (voomWithQuality-
Weights function” from limma R package) based on the following
condition: g value < 0.05 and 1.2 <log,-FC<-1.2.

Afterwards, for both (T) and (T.), Gene Ontology (GO) term and
Reactome-enrichment analyses of differentially expressed genes (DEG)
were performed using clusterProfiler® and ReactomePA’® R packages,
respectively (GO-term with FDR =10% and Reactome with FDR =10%).
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)” of pre-ranked gene lists was
performed through the clusterProfiler®® R package with the imple-
mentation of the GSEA algorithm® and the later fast GSEA (fgsea R
package®) Hallmark collection from the Molecular Signatures Data-
base (MsigDB v7.0)”° was used.

Global protein expression (P) and secretome (S). (P): 2.5x 10° label-
free HS-5 cells (2 clones per genotype) were lysed at 4 °C in RIPA buffer
(CellSignaling) + PhosStop phosphatase Inhibitor (Roche) + cOmplete
protease inhibitor (Roche) for 1 h. Samples were further processed and
analyzed in technical triplicates as previously described®***, but per-
forming in-solution protein digestion and label-free protein quantita-
tion. Briefly, the protein samples were reduced with DTT and alkylated
with iodoacetamide, followed by proteolytic cleavage with trypsin. The
peptide mixtures were analyzed by liquid chromatography/tandem
mass-spectrometry (LC-MS/MS) on a Q Exactive HF Orbitrap mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific) coupled to an Ultimate 3000
RSLCnano HPLC system (Dionex). The mass spectrometric raw data
was processed using the MaxQuant software (version 1.6, MPI for
Biochemistry)® by searching the MS/MS spectra against the Uniprot
human reference proteome. Peptide and protein quantitation was
conducted using the label-free quantitation module of MaxQuant
(MaxLFQ) with the default software settings. A minimum ratio count of
2 peptides was required for protein quantitation and the “re-quantify”
option was enabled. (S): 8 x 10° HS-5 LYN"T and LYNX® label-free cells (3
clones per genotype) were seeded in 15 cm dishes in complete growth
medium and left overnight to adhere. The next day, cells were carefully
washed, and medium was changed to serum- and Phenol-red free RPMI
(Gibco). Cells were cultivated 24 h under these conditions, then
supernatant was harvested. Further processing included removal of
cell debris by centrifugation, concentration of proteins on a 3k Amicon
centrifugal filter (Merck) according to manufacturer’s protocol
5000rpm 1h and resuspension in 6 M Urea buffer+protease
inhibitor cocktail (Roche). 50 pg of protein lysates were reduced with
DTT and digested with trypsin overnight. Mass-spectrometry protein
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quantification was performed at CECAD Proteomics Facility following
in-house standards.

For both P and S, different R packages were used to perform the
analyses (e.g., DEP%, limma”, vsn’*). Potential contaminants and
reverse protein sequences were removed along with proteins with too
many missing values (only proteins with intensities quantified in 3
replicates of at least one condition were kept). Normalization was
performed using vsn and remaining missing values were classified in
two categories as described in the MSnbase®” R package for further
imputation. The ones resulting from the absence of detection of a
feature, despite being present at detectable concentrations were
handled as missing at random (MAR) and imputed with maximum
likelihood-based method (MLE) using the expectation-maximization
algorithm. However, biologically relevant missing values resulting
from the absence of low abundant ions (below the instrument detec-
tion limit) were classified as missing not at random (MNAR) and
imputed with a left-censored approach using a deterministic minimal
value (MinDet). Differentially expressed proteins were identified using
limma R package under the following condition (P: p-adjusted <0.1;
1<log,-FC < -1 and S: p-adjusted < 0.05; 1 <log,-FC <-1). In the parti-
cular case of S, only proteins reported/predicted as secreted were
considered for further analysis (protein cellular locations from
Uniprot® and the Human Protein Atlas® were extracted to accomplish
this purpose). Afterwards, Gene Ontology (GO) and Reactome-
enrichment analyses of differentially expressed proteins (DEP) were
carried out using clusterProfiler®® and ReactomePA’® R packages
respectively. GO term (P: BP with FDR=1%, MF with FDR=5%; S: BP
and MF with FDR =1%) and Reactome (P: FDR =10% and S: FDR = 5%).
IPA (QIAGEN) for P was run using p value < 0.05 and 1< log,-FC < -1 as
input filters and Ingenuity Knowledge Base as reference set.

Tyrosine-specific phosphoproteome (pYome). HS-5 LYN"™ and
LYNX® cells (3 clones per genotype) were individually isotope-labeled
by maintaining the cells for 6 passages in SILAC medium (LYNX® heavy-
labeled and LYNY' light-labeled). Subsequently, cells were harvested,
resuspended in Urea lysis buffer, mixed in a 1:1 ratio and immediately
frozen in liquid nitrogen. Further sample processing and measurement
were basically performed as for the global proteome analysis (P)
described above. Tyrosine-phosphorylated peptides were enriched by
immuno-precipitation using the PTMscan Phospho-Tyrosine Rabbit
mAb (P-Tyr-1000) kit and following the instructions of the manu-
facturer (Cell-Signaling Technology). For the pYome database sear-
ches phosphorylation on serine, threonine and tyrosine were set as
variable peptide modifications. The mass spectrometric raw data was
processed using the MaxQuant software (version 1.6, MPI for
Biochemistry)®® by searching the MS/MS spectra against the Uniprot
human reference proteome and phosphorylation on serine, threonine
and tyrosine were set as variable peptide modifications. Peptide and
protein quantitation for the global proteome data was conducted
using the label-free quantitation module of MaxQuant (MaxLFQ) with
the default software settings. For peptide and protein quantitation,
SILAC-based quantitation was applied in MaxQuant (MaxLFQ), setting
the multiplicity to 2 for double labeling (Lys + O/Arg+ 0 and Lys + 8/
Arg +10). As a first step, potential contaminants and reverse hits were
filtered out. A localization probability filter of at least 75% was applied
and proteins with too many missing values (SILAC ratios) were
removed. Normalization factor of SILAC ratios was calculated using the
median of total light and heavy intensities in each sample (less sensi-
tive to noise). Differentially expressed proteins were identified using
limma” R package under the following condition (p-adjusted < 0.05;
1<log,-FC<-1). Afterwards, Gene Ontology (GO) and Reactome-
enrichment analyses of differentially expressed genes were carried
out using clusterProfiler®® and ReactomePA’® R packages respectively.
GO term (BP: FDR=5%, MF and CC: FDR=1%) and Reactome with
FDR =5%. Additionally, in order to check whether phosphorylation

sites were already reported or not three different databases (dbPAF*,
gPhos’* and PhosphoSitePlus®) were inspected.

Visualization of results was conducted using ggplot2”, GGally,
complexHeatmap®, clusterProfiler and VoronoiTreemap® R packages.
The Enrichment map was generated based on results of comparative
Reactome-enrichment analysis for T, S and P data with
clusterProfiler®, using top 10 terms of each “ome”. Unrelated path-
ways were removed and remaining clusters annotated manually.
STRING network was calculated based on enriched genes from the
REACTOME-term R-HSA-1474244 “Extracellular matrix organization”
in T, S and P, using the online tool (https://string-db.org/, Version 11.0).
Interactions were filtered for highest confidence and disconnected
nodes were removed. Visualization of log,.FC was added manually. For
prediction of involved upstream kinases from changes in expression,
identified DEG/Ps from T and P were separately used as input for
X2Kweb (https://maayanlab.cloud/X2K/) enrichment analysis with
optimized default parameters®?°.

ATAC-sequencing

Experimental procedures. HS-5 LYN"T and LYNX© cells were cultured
under normal growth conditions. Cells were used to perform tag-
mentation and preparations for ATAC-sequencing according to the
manufacturer’s instructions of the used ATAC-kit (Active Motif). DNA
was isolated respectively and processed and sequenced with 50 M
reads, PE10O per sample in the Cologne Center for Genomics following
in-house standards.

Primary analysis. The ATAC-seq dataset was analysed on the CHEOPS
HPC cluster of the University of Cologne using nf-core’s (v1.2.1)” atac-
seq pipeline”® (nf-core/atac-seq pipeline) in a Singularity’® environ-
ment and the corresponding workflow management software Nextflow
(v21.04.1)'°°, Peaks were called using MACS2 (v2.2.7.1)'*' with standard
parameters (narrowPeak mode). Consensus peaks generated by the nf-
core/atac-seq pipeline were used for downstream analysis. Counts file
of consensus peaks was generated using featureCounts (v2.0.1)”” with
standard parameters of by nf-core/atac-seq.

Differential accessibility analysis. Peak annotation was performed
using the annotatePeak function of ChlPseeker (v1.30.3)'*> with over-
lap ="all”, Homo Sapiens ensembl database version 104, and otherwise
standard parameters. Differential accessibility analysis was performed
using DESeq?2 (v1.34.0)'* with standard parameters. Normalization of
counts for visualization was performed using DESeq2 built-in variance
stabilization transformation (vst method) with standard parameters.
Intervals with log,-FC>0.56 (Fold Change>1.5) and adjusted p
value < 0.05 were considered as significant for downstream analyses.

The motif enrichment was performed using the motif analysis tool
of the python package Regulatory Analysis Toolbox (RGT) (v0.13.2). In
short, the tool implements a simple Fischer’s exact test for each known
human transcription factor from known databases like Hocomoco'**
and JASPAR'®, Input region provided are all intervals generated by
ATAC-Seq primary analysis with log,-FC > 0.56 (Fold Change >1.5) and
adjusted p value <0.05 as computed by the differential accessibility
analysis. Background regions used are the universe of all called peaks.
The fold change is computed as ratio of foreground and background
relative frequency, where a relative frequency is defined as number of
peaks with a motif match relative to number of peaks without motif
match. Motifs with 15% positive fold change and adjusted p value <
0.05 were considered as top significantly enriched motifs in LYN*®
versus LYN"T.

The footprinting analysis was performed using the footprinting
tool from RGT (v0.13.2) in the atac-seq mode (See HINT-ATAC!%). As
input, we have used the sorted and filtered bam files of merged
replicates and corresponding narrowPeak files generated by the nf-
core/atac-seq pipeline (internally using macs2). We followed the
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standard footprinting procedure to generate tracks as well as lists of
motif-predicted binding sites (mpbs) in bed format for both LYN¥® and
LYN"T conditions. Finally, we ran the differential footprinting com-
mand of RGT to generate differential activity scores and correspond-
ing adjusted p values for each motif.

RNA sequencing of murine fibroblasts

Spleens were isolated from Lyn“”** and Lyn” mice and digested
according to a modified established protocol”. In brief, 1ml of
digestion cocktail (0.4 mg/ml Collagenase P, 1.2 U/ml Dispase and
50 ug DNase I in 1640 RPMI with 1% P/S and 10% FBS) was injected per
spleen and incubated for 5 min at RT. Then, spleens were mechanically
minced and incubated for 30 min in additional 2ml of digestion
cocktail at 37 °C under repeated mixing. Cells were filtered through an
100 um filter, erythrocytes were lysed in ACK-buffer and subsequently
washed in PBS. Resulting single-cell suspension was labeled with 7AAD
and fluorescent antibodies as indicated in Supplementary Table 1.
Splenic fibroblasts were sorted via FACS as 7AAD™ CD45™ CD71" CD31°
CD29* CD54" cells at the FACS & Imaging Core Facility, Max-Planck
Institute for Biology of Aging. mRNA was isolated using the RNeasy
plus kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions and RNA
quantity and quality was checked by NanoDrop1000 (Thermo Scien-
tific) spectrometric measurement. Samples were processed and
sequenced PE100, 35M reads per sample in the Cologne Center for
Genomics according to in-house standards. Raw data files were used to
map reads (sequences) to a reference genome (GRCm39, GENECODE
release M30) using STAR program (v 2.7.10a)’® processed as paired-
end reads; followed by a quality control analysis. Next, read summar-
ization was performed using featureCounts program (v 2.0.3)’” and as
output a count matrix was generated. Genes with low expression
values were filtered out and only those which had sufficiently large
counts were retained for a further statistical analysis. Normalization
factors were calculated to scale the raw library sizes applying the
trimmed mean of M-values (TMM) method. Then, log, count per mil-
lion (CPM) values were calculated as a measure for the expression level
of a gene. Differentially expressed genes were identified using “voom”
with sample quality weights (voomWithQualityWeights function”
from limma R package) based on the following condition: g value <
0.05 and 1.2 <log,-FC<-1.2.

Imaging mass cytometric analysis of tissue microarrays

Representative regions of interest (ROIs) from FFPE primary CLL-LN
and HC-LN were selected by an experienced hematopathologist. Two
tissue microarrays (TMA) were generated with >2 cores of 1.0 mm
diameter per sample. Fresh-cut tissue sections of 3 um were used for
further steps. Imaging mass cytometry (IMC) was performed by a
Hyperion Imaging System (Standard BioTools, SBT), following a
modified manufacturer’s protocol (SBT, PN4000322-04). The used
reagents are listed in Supplementary Table 5. The slides were incu-
bated with the antibody cocktail in a hydration chamber at 4°C
overnight, covered with parafilm. DNA was stained by 1:800 500 uM
Intercalator-Ir solution (SBT #201192B) in TBS for 30 min at RT in a
hydration chamber. ROIs of 0.5625 mm? (750 um x 750 um) were laser-
ablated (frequency 200 Hz, laser power 3 a.u.). Preprocessing was
automatically performed on Ventana BenchMark Ultra (Roche Diag-
nostics). IMC files were converted to tiff images and hot pixels were
removed as described'’. Segmentation was performed of the Vimen-
tin, CD31, CD68 images with the DBSCAN algorithm (Density-based
spatial clustering of applications with noise)'””. The uneven intensities
were first smoothed by subtracting the result of a Gaussian blur with a
kernel of sigma 40 pixels. Then pixel intensities were modified to
transform them into weights for the DBSCAN algorithm: namely, pixels
below the 30t" percentile were set to 0, high pixel values were clipped
to the 99.5" percentile of all pixel intensities. The modified intensities
were divided by the new maximum to put the maximum weights to 1.

Only pixels with non-null modified intensity were input to the DBSCAN
algorithm in the form (x coordinate, y coordinate, weight = modified
pixel intensity). The implementation of DBSCAN from scikit-learn'
was used. The DBSCAN parameters were optimized manually to epsi-
lon =2, min_samples =4, leaf size =3, metric = manhattan. Addition-
ally, local maxima on the background corrected image were detected
and if more than one maximum was found inside a cluster, the cluster
was split into as many clusters as there were maxima and the pixels
were attributed to the new clusters based on their distance to the
maxima. The clusters found by the combination of DBSCAN and local
maxima defined positive regions for the given marker. CD31-positive
regions were considered as endothelial cells. For fibroblasts identifi-
cation, Vimentin and CD31 segmentations were combined. Vimentin-
positive regions that overlapped with CD31-positive regions by more
than 30% of their area were discarded. The remaining regions were
considered as fibroblasts. The cell areas were further shrinked with
binary erosion of a factor of 3 pixels to avoid signal contamination
from neighboring cells. Cell areas smaller than 10 squared pixels or
bigger than 800 squared pixels were discarded, as they were most
probably false detections. For each detected cell, we computed the
mean intensity per cell of the LYN kinase and THBS1 markers, then
transformed these values with arcsinh using a cofactor value of 5.

Wound healing assay

Wound healing assay was performed using a culture-insert in a 24-well
plate (Ibidi) according to the manufacturers’ instructions. In brief, 70 pl
of a4 x10%/ml HS-5 cell suspension was added to each silicone well and
cells were incubated for 48 h. Afterwards, the insert was carefully
removed, cell layers were washed once and then live cell imaging over
48 h was performed in CECAD Imaging Core Facility, Cologne. Data
was analyzed in ImageJ (RRID:SCR_002285), quantifying the uncovered
area and result was normalized on the maximal gap size.

Adhesion assay

HS-5 cells were seeded 5x10%well in 24-well plates and let adhere
overnight in serum-free RPMI. The next day, primary human CLL cells
were labeled in 10 uM CFSE (Abcam). After washing, 5 x10° CLL cells/
well were seeded on HS-5 feeder layers. After 48 h of co-culture, all
non-adhering cells in suspension were removed, and cells adhering to
the well were washed 3 times with PBS. Images of adherent CLL cells
were taken with a ZOE Fluorescent Cell Imager inverted microscope
(BioRad), then HS-5 and adhering CLL cells were trypsinized, washed
and stained with CD45 antibody (see Supplementary Table 1). CFSE™
/CD45" CLL and CSFE/CD45 HS-5 cells were counted by flow cyto-
metry and adherent CLL number was normalized to HS-5 cells.

XTT proliferation assay

XTT assays (ITW Reagents) were performed according to the manu-
facturer’s instructions. In brief, 2 x10* adherent cells were grown in
wells of a 96-well plate in 100 ul medium. At the indicated time points,
50 ul staining solution was added, incubated at 37 °C for 90 min and
100 ul supernatant was transferred to a new 96-well plate. Specific
absorbance was measured at 450 nm, unspecific absorbance at
620 nm using a FLUOStar Optima plate reader. Absorbance-signal was
calculated as A4sp nm — As20 nm and corrected for blank control.

Immunological methods

Western blot. Cultured cells were washed once with cold PBS on ice.
RIPA +1mM PMSF protease inhibitor (Cell-Signaling) was added and
cells were carefully scraped within lysis buffer to extract extracellular
matrix as well. Lysates were incubated at least 1h on ice before
remaining cell debris was removed by centrifugation and clear super-
natant was stored at =80 °C. Nuclear and cytoplasmatic fractions were
separated using the NE-PER extraction kit (Thermo Fischer) according
to the manufacturer’s instructions. Inmunoblot analysis was performed
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according to the manufacturer’s instructions, using NuPAGE 4-12% Bis-
Tris Mini gels (Thermo Scientific) and semidry transfer on Nitrocellulose
(GE Healthcare) membrane. Signal was detected via immuno-
fluorescence using a LiCor Odyssey CXI or chemo-luminescence using
ECL solution (Advansta) and photo films. All used primary and sec-
ondary antibodies are listed in Supplementary Table 2.

Flow cytometric analysis. Cultured stromal cells were detached by
Accutase (Innovative Cell Technologies) to conserve surface epitopes.
CLL cells were used directly. For intracellular staining, cells were fixed in
4% paraformaldehyde (BioLegend) before permeabilization for 10 min
in ice cold 90% Methanol. All used antibodies and reagents are listed in
the Supplementary Table 1. Mean fluorescent intensity (MFI) was cor-
rected by subtraction of unspecific signal measured in control samples
stained without primary antibody (for unconjugated primary antibody)
or isotype control (for conjugated primary antibody) where indicated.

Immunofluorescence. HS-5 cells were fixed and permeabilized within
cell culture plates (IntraPrep kit, Beckman Coulter) before ready-to-use
Phalloidin and Hoechst staining solutions (Invitrogen) were added and
incubated for 30 min. Cells were washed, and images were taken with a
ZOE Fluorescent Cell Imager inverted microscope (BioRad).

ELISA. HS-5 cells (3 clones per genotype) were seeded at a density of
5x10° per well in 6-well plates in complete growth medium. An 1 ml
sample aliquot was obtained after 36h and proceeded for
thrombospondin-1-ELISA (Sigma, Cat #RAB0740) quantification
according to the manufacturer’s instructions.

Quantitative qRT-PCR analysis

HS-5 and imCAF cells were grown in regular growth medium and NKtert
cells in 5% FBS supplemented MEMa medium for 72 h before mRNA
isolation. In assays using kinase inhibitors, HS-5 cells were treated with
kinase inhibitors or DMSO control for 24 h in the indicated concentra-
tions before. Subsequent isolation of cellular mRNA (RNeasy Plus Mini
kit, Qiagen), cDNA generation (First strand cDNA Synthesis kit, Thermo
Scientific) and setup of TagMan assays (Thermo Scientific) were per-
formed according to the respective manufacturers’ instructions. qRT-
PCR was run on a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems). All primers and reagents are listed in the Supplementary Table 3.

Statistics and reproducibility

All statistical differences were calculated in Prism 8 (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA), statistical tests are indicated in the corre-
sponding figure legends. P values are shown only in statistically
significantly different cases. P values and N numbers are specified in
the figure legends. All western blot analyses were repeated at least
twice and showed consistent results. Lines in dot plots represent
means, bar graphs with error bars represent mean+SEM, if not
otherwise indicated.

Graphical illustrations
Graphical artworks in Figs. 1a, 2a, 3a, 5a, 5b, 6a, 6j, 7c, 9 and Supple-
mentary Fig. le, 2k were created with BioRender.com.

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature
Portfolio Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The raw data from Multi-Omics analyses generated in this study have
been deposited in different EMBL-EBP databases: the sequencing data
generated in this study have been deposited in the ArrayExpress
database under accession code E-MTAB-10980 for Transcriptome (T),
E-MTAB-12629 for co-cultured Transcriptome (Tc), E-MTAB-12531 for

ATAC-Sequencing and E-MTAB-12630 for isolated murine fibroblasts.
Mass-spectrometry data generated in this study have been deposited
in the PRIDE database under accession code PXD030582 for Proteome
(P)/pYome (Y) and PXD028855 for Secretome (S). Complete analysis
results are published in Supplementary Data 1 (differentially expres-
sed/accessible targets) and Supplementary Data 2 (Results of enrich-
ment analyses) of this paper. The Hallmark collection from the
Molecular Signatures Database (MsigDB v7.0) used in this study is
available under [https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/human/
genesets.jsp?collection=H]. The remaining data are available within
the Article, Supplementary Information. Source data are provided with
this paper.

Code availability

The repository of the code related to the analysis of the ATAC-Seq
dataset can be found at https:/github.com/ATA82/ATAC_
Reprogramming_of Fibroblasts. All other scripts for computational
analyses of the multi-omics data are available at https://github.com/
roc-rr/omics_lyn_fibroblats_CLL.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle der LYN-Kinase in nicht-hdmatopoetischen Stroma-
Zellen des CLL-Tumormikromilieus untersucht. Dabei zeigte sich eine LYN vermittelte
Polarisierung von Fibroblasten in einen KAF-ahnlichen Phanotypen, welche vor allem durch
eine adaptierte Zytokin- und EZM-Expression charakterisiert ist (zusammengefasst in
Abbildung 7). Als Folge dieser Repolarisierung zeigten verschiedene LYN-defiziente
Fibroblasten-Zell-Linien einen verminderten CLL-unterstitzenden Effekt im Vergleich zu LYN-
profizienten Zellen. Diese verminderte Leukamie-Unterstitzung lie sich mechanistisch
teilweise auf die LYN/c-JUN/THBS-1 Achse zurickfiihren, die in dieser Arbeit erstmalig
beschrieben wird: In LYN-Knockout Zellen fihrte eine verminderte Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors c¢-JUN zur Disinhibition der Expression des Matrixproteins
Thrombospondin-1 (THBS-1), welches durch Bindung an den Oberflachenrezeptor CD47 auf
leukamischen Zellen eine gesteigerte CLL-Apoptose auslésen konnte.

Im TCL1-Mausmodell zeigte die selektive Ablation von LYN im nicht-hdmatopoetischen
Mikromilieu eine verlangsamte Progression der TCL1-Leukdmie und ein signifikant
verlangertes Uberleben der entsprechenden Mause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (Figure
1a-c der Publikation). In vitro unterstitzte die Expression von LYN-Kinase in verschiedenen
Fibroblasten-Zellen (murine Fibroblasten sowie humane Stroma Zell-Linien aus dem
Knochenmark) die Viabilitdt von ko-kultivierten primar humanen CLL-Zellen (Figure 2 der
Publikation). Passend fand sich durch die Untersuchung von CLL- und gesundem
Lymphknotengewebe mittels bildgebender Massenzytometrie eine Uberexpression der LYN-
Kinase in Fibroblasten humaner CLL-Lymphknoten (Figure 1d-e der Publikation). Durch die
detaillierte, multi-omische Charakterisierung von LYN-defizienten HS-5 Fibroblasten zeigte
sich eine LYN vermittelte Reprogrammierung einer KAF-ahnlichen Polarisierung: Die Deletion
von LYN flihrte zu einer Reduktion inflammatorischer Signaturen und nachfolgend einer
veranderten Sekretion von Zytokinen und Extrazellularmatrix (Figure 3 der Publikation). Diese
Repolarisierung nach LYN-Deletion konnte in anderen Fibroblasten, insbesondere auch
primaren KAF aus Pankreas-Karzinomen, reproduziert werden (Figure 4b/c der Publikation).
Insbesondere die veradnderte EZM-Expression zeigte eine funktionelle Relevanz fir die
Unterstitzung der CLL-Viabilitdt im Ko-Kulturmodell, wahrend die veranderte Zytokin-
Sekretion zu einer verminderten Aktivierung von T-Zellen beitrug (Figure 5a-c und Figure 6
der Publikation). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Achse LYN/c-JUN/THBS-1 einen
Teil des LYN vermittelten Effektes begrindet. Durch bioinformatische Analysen zur Aktivitat
von Signalwegen sowie durch Untersuchung der Transkriptionsfaktor-Aktivitat mittels ATAC-
Sequenzierung konnte eine reduzierte Aktivitdt der p38 Kinase und eine verminderte

Expression und Aktivitat des c¢c-JUN/AP-1 Transkriptionsfaktors gezeigt und mittels

43



molekularbiologischer Methoden bestatigt werden (Figure 7 und Figure 8a/b der Publikation).
LYNK® Zellen zeigten eine Reduktion der c-JUN-Expression auf Transkript und Protein-Ebene,
und die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors fir die verminderte CLL supportive Funktion
der Fibroblasten konnte durch den Knockdown von c-JUN validiert werden. Der Mangel an c-
JUN bewirkte mechanistisch eine Disinhibition des Matrixproteins Thrombospondin-1. Dieses
zeigte sich in LYN- und c-JUN-defizienten Fibroblasten in vitro Uberexprimiert, wahrend die
Wiederherstellung der c-Jun Expression in LYNX® Zellen die THBS-1 Expression reduzierte
(Figure 8c-g der Publikation). Durch Ligation an den CD47-Oberflachenrezeptor auf CLL-
Zellen konnte THBS-1 die Apoptose der leukdmischen Zellen induzieren. Im CLL-
Lymphknoten in situ zeigte sich - entsprechend der in vitro gezeigten Regulation - durch die
verstarkt LYN-Expression der Fibroblasten eine verminderte Expression von THBS-1 (Figure
6d-k der Publikation), was eine pro-leukdmische Anpassung der CLL-Nische darstellt.

LYN Proficient l LYN Deficient

CXCL5 Cell Death

4 o
IL1
ccL2 ¢ | S

° CXCL10
CXCL8 PDGFRB I

\

\ ® . | TH B{‘
aon )
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CLL Supportive
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Polarization

CLL Repressive
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Abbildung 7: Zusammenfassung der LYN-vermittelten stromalen Repolarisation und veranderten CLL-

Unterstlitzung.

Reproduziert aus vom Stein et al. 2023" unter CC-Lizenz 4.0.
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4.1. Einordnung der murinen Daten

4.1.1. Vergleich mit vorherigen Ergebnissen des TCL1- Mausmodells

Die hier dargestellten Ergebnisse zur Funktion der LYN-Kinase in Fibroblasten des CLL
Tumormikromilieus erganzen die vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe zur Rolle von LYN im
TMM des Ep-TCL1 Modelles.'®*?'° Dabei stellt die Generierung von chimaren Mausen mit

einer selektiven Ablation von LYN in nicht-hdmatopoetischen Zellen durch die Transplantation

LYN-profizienter hamatopoetischer Stammzellen in bestrahlte LYN-defiziente Mause (,tLyn™™,
vergleiche Figure 1a/b der Publikation) die Fortfihrung eines bereits 2016 publizierten
Experimentes dar. In diesem wurde umgekehrt, durch die Transplantation von LYN-defizienten

hamatopoetischen Stammzellen in bestrahlte, LYN-profiziente Mause eine selektive Ablation

von LYN im hdmatopoetischen TMM generiert (BMT+ Lyn™, vergleiche Nguyen et al, 2016)2"°.

Aus der Zusammenschau der Ergebnisse dieser beiden Experimente (siehe Abbildung 8) zeigt
sich, dass die Leukamie-Progression nach adoptivem Transfer von TCL1-Leukamie-Zellen in
beiden Modellen durch das selektive Fehlen von LYN im TMM verlangsamt wurde, jedoch kein
Modell die Effektstarke des kompletten LYN-Knockouts im TMM (chLyn™) erreichen konnte.
Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass die LYN-Expression sowohl in hamatopoetischen
Zellen (wie z. B. Makrophagen), als auch in nicht-hamatopoetischen Zellen zur CLL-
unterstutzenden Funktion beitréagt. Ein direkter Vergleich der Effektstarke zwischen dem
Fehlen von LYN im hamatopoetischen und nicht-hamatopoetischen TMM ist aufgrund der

unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimente jedoch nicht maglich.

A LYN Defizienz im B LYN Defizienz im
hamatopoetischen TMM nicht- hamatopoetischen TMM
os BMT+ Lyn "™ recipients (n = 10)
107 am BT+ Lyn”  recipients (n = 9) 1007 —= tLyn”
Donorsn=5 { == chLynJ'
S 801 80+ wtint
@ } e —— Lyn
o oo
£ 604 [ ] *ok
N 60 € 8 60
0] Qi *
8 % 1o %
= 407 ﬂ 8 40
3]
= o2 }
20 = 201 i 1
3 0 "yt e } St 5
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 12 14
Weeks after CLL transplantation Time [weeks]

Abbildung 8: LYN-Defizienz in verschiedenen Kompartimenten des CLL-Mikromilieus im TCL1-
Mausmaodell.

Sowohl die chiméare LYN-Defizienz im hamatopoetischen Mikromilieu (A: BMT+Lyn”") wie auch im nicht-
hamatopoetischen Mikromilieu (B: chLyn”) fiihrt zu einem langsameren Anwachsen transplantierter
TCL1* Leukamie Zellen. A) Reproduziert und modifiziert nach Nguyen et al. 20162'° mit Genehmigung

von Elsevier. B) Reproduziert und modifiziert nach vom Stein et al. 2023" unter CC-Lizenz 4.0.
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Diese Ergebnisse ahneln vorherigen Arbeiten, die andere Kinasen im CLL-Mikromilieu
untersucht haben. Dort zeigte sich ein vermindertes Anwachsen von Ep-TCL1 leukamischen
Zellen nach adaptivem Transfer in PI3K- oder PKC-B-defiziente Mause.**?'® Durch ein
vergleichbares Transplantationsprotokoll wie in der vorliegenden Arbeit wurde nachfolgend die
Bedeutung von PKC-B in hamatopoetischen und nicht-hamatopoetischen Zellen des TMM
verglichen.®® Es zeigte sich ein reduziertes Anwachsen der transplantierten TCL1-Leukamie-
Zellen insbesondere in Mausen, in denen das nicht-hamatopoetische TMM PKC-f defizient
war. Somit scheinen Kinasen, insbesondere LYN und PKC-B, im nicht hdmatopoetischen
Mikromilieu entscheidend an der Generierung einer CLL-supportiven Nische beteiligt zu sein

und potenziell einen Ansatzpunkt flir neuen Therapien darzustellen.

4.1.2. AbstoBungsreaktionen als moglicher Konfounder im TCL1-Modell

Ein wichtiger Storfaktor in der Interpretation solcher Transplantationsmodelle kann die
allogene Abstollung der transplantierten Eu-TCL1 Leukamiezellen durch das Immunsystem
des Empfangertieres sein. Die Gruppe um Prof. Seiffert publizierte zuvor, dass das TCL1-
Mausmodell anfallig fur solche AbstoRungseffekte ist und daher insbesondere Ergebnisse aus
Experimenten mit Gen-Knockouts entsprechend mit Vorsicht betrachtet werden miissen:2'®
Der adoptive Transfer von TCL1" neoplastischen Zellen, die ein Antigen tragen, welches im
Host nicht exprimiert ist, kann zur alloantigenen T-Zell vermittelten Abstof3ungsreaktion gegen
dieses Antigen und somit zu AbstoBung des TCL1" Graftes fiihren. Entsprechend kdnnte das
verminderte Anwachsen der LYN exprimierenden TCL1-Zellen in globalen Lyn” M&usen durch
solche alloantigen AbstoRBungsreaktionen beeinflusst sein.?'® Dabei kénnte das LYN-defiziente
Immunsystem das LYN-Antigen in den transplantierten TCL1-Zellen als fremd erkennen und
eine Abstollungsreaktion induzieren. In den Vorabreiten zeigte die Gruppe um Prof. Seiffert
jedoch auch, dass die Verwendung chimarer Mausmodelle nicht fur diese Art der
AbstoBungsreaktion anfallig sind.?'® Entsprechend ist auch im hier verwendeten chimaren
Modell, in dem die chimaren hamatopoetischen Zellen das LYN-Antigen selbst tragen, nicht
mit einer AbstoBungsreaktion des Graftes zu rechnen. Die Ergebnisse der beiden chimaren
Mausmodelle unterstreichen daher die Relevanz von LYN im CLL-TMM und implizieren, dass
es sich bei der initialen Beobachtung eines verminderten Anwachsens von Eu-TCL1 in global

Lyn™ Tieren nicht ausschlieRlich um ein abstoRungsbedingtes Artefakt handelt.
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4.2. LYN in der Regulation inflammatorischer Signalwege

In der bioinformatischen Analyse der proteomischen and transkriptomischen
Charakterisierung LYN-defizienter HS-5 Fibroblasten zeigte sich eine erniedrigte Expression
inflammatorischer Signaturen wie ,TNFA SIGNALING VIA NFKB® und ,INFLAMMATORY
RESPONSE® (Figure 3f der Publikation) sowie eine errechnete verminderte Aktivitat
inflammatorischer Regulatoren wie NFkB, IL-1 oder TNF (Figure 7a der Publikation). Diese
reduzierte inflammatorische Aktivitat resultierte in einer signifikanten Anderung Zytokin-
assoziierter GO-Terms sowie einer reduzierten Expression verschiedener Entziindungs-
assoziierter Chemokine, wie z. B. CCL2, CXCL5, CXCL8 oder CXCL3 in der proteomischen
und transkriptomischen Analyse (Figure 3b/d der Publikation). Zusammengefasst zeigen die
Daten der Arbeit, dass inflammatorische Signalwege durch LYN-Knockout in den Fibroblasten
gehemmt werden und somit LYN per se einen positiv inflammatorischen Effekt auf diese

Zellpopulation hat.

4.2.1. Der Zelltyp-spezifische Einfluss von LYN auf Inflammationsprozesse

LYN ist aufgrund der Fahigkeit, sowohl aktivierende wie inhibitorische Signale zu vermitteln,
fir seine balancierende Signalweg-Funktion in hamatopoetischen Zellen bekannt. Der
Knockout von LYN in Monozyten, dendritischen Zellen und B-Zellen flihrt zu einem

Uberaktivierten/inflammatorischen  Phéanotyp,'"4175:180.217

was die Uberwiegend anti-
inflammatorische Funktion von LYN in diesen Zelltypen zeigt. Mechanistisch scheint hierzu
insbesondere die Hemmung des Toll-Like Rezeptor Signalweges durch Effekte auf MyD88,
CARD9 und IRF5 relevant zu sein.'” 74180218 jedoch ist die Funktion von LYN Zelltyp-
spezifisch. Die hier vorgestellten Daten zur Rolle von LYN in Stromazellen implizieren eine
Uberwiegend proinflammatorische Funktion von LYN in diesem Zelltyp. Damit unterscheidet
sich der Effekt von LYN auf inflammatorische Signalwege zwischen den hamatopoetischen
Zellen und den untersuchten Fibroblasten, was auf die unterschiedliche Auspragung von
Signalwegen im jeweiligen Zelltyp zuriickzuflhren sein konnte.

In vivo flhrt der spezifische Knockout von LYN in dendritischen Zellen und B-Zellen im
Mausmodell zu Hyperinflammation, Expansion myeloider Zellen und Autoimmun-
Effekten.'”*'®, Uberraschenderweise zeigten sich diese proinflammatorischen Effekte in
globalen Lyn” Mausen weniger stark ausgepragt.'® Aus dieser Beobachtung wurde bereits
zuvor die Hypothese abgeleitet, dass Lyn-Defizienz in bestimmten, nicht-hdmatopoetischen
Zellen, die durch eine Lyn defiziente Hamatopoese ausgeldste Hyperinflammation begrenzen
kénnte."™ Die hier gezeigten Daten zur Reduktion inflammatorischer Signalwege in LYN

defizienten Fibroblasten scheint diese Hypothese zu stitzen. Neben der balancierenden
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Funktion von LYN auf die Signaltransduktion einzelner Zellen zeigt sich somit auch eine
hamostatische Funktion der Kinase im multizelluldren Gesamtorganismus.

In dem hier genutzten chimaren Mausmodell ist die Lyn-Defizienz allerdings nicht Zelltyp-
spezifisch, denn durch die Transplantation Lyn-profizienter Zellen verbleiben alle nicht
hamatopoetischen-Zellen, wie Fibroblasten, aber auch Endothelzellen, Epithelien etc. Lyn-
defizient. Um spezifisch den anti-inflammatorischen Effekt eines Knockouts von Lyn in
Fibroblasten im Organismus in vivo zu untersuchen, ware ein Zelltyp-spezifischer Knockout
der Kinase in diesen Zelltypen nétig. Ein solcher Zelltyp-spezifischer Knockout liee sich

#M_Konstrukts mit der Cre-

mittels Cre/loxP-System durch Kombination des etablierten Lyn
Rekombinase unter einem Fibroblasten-spezifischen Promoter generieren. So kdnnte die
Funktion von Lyn in Fibroblasten von der in Perizyten, Endothelzellen oder sonstigen nicht-
hamatopoetischen Zellen wie den Epithelien der Organe differenziert, und der Zelltyp-
spezifische Effekt auf den Gesamtorganismus in vivo weiter untersucht werden. Aufgrund der
zuvor skizzierten grof3en Heterogenitat verschiedener Fibroblasten ist die Auswahl eines

geeigneten Promoters flr ein solches Modell jedoch schwierig.

4.2.2. Proinflammatorische Signale als zentrale Mechanismen eines supportiven
CLL- TMM

Die Bedeutung von inflammatorischen Signalwegen, wie insbesondere einer Aktivierung des
NFkB Signalwegs, wurde im CLL-TMM bereits in verschiedenen Zelltypen gezeigt
(zusammengefasst in:** und in Abschnitt 2.2. wiedergegeben). Durch die Aktivierung solcher
Kinase-abhangigen Signalkaskaden kommt es zu einer Leukédmie-supportiven Umgestaltung
der CLL-Nische.

Die direkte und indirekte Interaktion zwischen CLL-Zellen und fibroblastischen Stromazellen
aktiviert in letzteren verschiedene Kinasen, wie die PKC-B, PI3K oder die AKT/ERK
Kinasen.?*%% Dadurch werden inflammatorische Signalwege wie der NFkB- oder MAPK-
Signalweg aktiviert, was neben metabolischen Anpassungen zu einem Leukamie-supportiven
Phanotyp der Stromazellen fiihrt.*” Die durch Kontakt zu den Stromazellen vermittelte
Therapieresistenz gegen Chemotherapie oder Venetoclax kann beispielsweise durch die
Inhibition von PKC-B durchbrochen werden.®® Dies zeigt die mogliche therapeutische Relevanz
der Inhibition von stromaler Aktivierung, insbesondere in rezidivierten, therapierefraktaren
Patienten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit schliefen an diese Ergebnisse zum Beitrag von
Kinasen in Stromazellen des CLL-TMM an, und zeigen eine ahnliche Funktion fur die LYN-
Kinase. Da auch LYN in Fibroblasten inflammatorische Signalwege reguliert, kommt es zu

einer ahnlichen pro-leukdmischen Reprogrammierung der Stromazellen mit u. a. Expression
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inflammatorischer Zytokine. Neben dem NFkB-Signalweg, dessen signifikant verminderte
Aktivierung in den LYNK® Fibroblasten in der Upstream Enrichment Analyse (Figure 7a der
Publikation) dargestellt werden konnte, zeigte sich insbesondere auch eine Rolle des MAPK-
Signalwegs. Neben einer in der Upstream Enrichment Analyse errechneten Inhibition von
MAPK-Signalwegkomponenten wie MAPK1, JUN und JUNB (Figure 7a der Publikation),
konnte eine verminderte Phosphorylierung von p38 (Kinasegruppe der MAPK-Signalkaskade
mit 4 Isoformen: MAPK11-14) (Figure 7b der Publikation) und eine verminderte Expression
und Aktivitdat des Transkriptionsfaktors AP-1/c-JUN (Figure 7d/e und Figure 8a/b der
Publikation) gezeigt werden. Die Bedeutung von c-JUN fir die pro-leukdmische Funktion der
Fibroblasten konnte experimentell ebenfalls im Ko-Kultur-Modell gezeigt werden (Figure 8 der
Publikation). Diese Erkenntnisse decken sich mit der Beobachtung, dass von CLL-Zellen
sezernierte EVs eine stromale KAF-Reprogrammierung durch die Aktivierung von NFkB- und
AKT/MAPK-Signalwegen induzieren koénnen, wobei sich ebenfalls eine verstarkte
Phosphorylierung von LYN zeigte.®

Somit scheint die Signalaktivitdt von LYN in Fibroblasten, nebst anderen Kinasen, zu einer
Inflammationsreaktion beizusteuern, durch die die Stromazellen ihren Leukamie-supportiven
Phanotyp erlangen. Wichtige nachgeschaltete Signalwege sind der NFkB und MAPK
Signalweg, deren Relevanz sich Gbereinstimmend in verschiedenen Publikationen zeigt. Diese
Kinasen und aktivierte Signalwege sind dadurch mogliche therapeutische Ziele fir
Mikromilieu-modulierende Therapien. Wie sich die Relevanz der verschiedenen Kinasen

jedoch im Vergleich zueinander verhalt, ist aktuell nicht bekannt.

4.2.3. Zytokine und multizellulare Interaktionen im CLL-TMM

Die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen ist eine bekannte Folge der Aktivierung
inflammatorischer Signalwege in Stromazellen.**®¢% Als Ausdruck einer reduzierten
inflammatorischen Aktivitat zeigen LYN"C-Fibroblasten gegeniiber Wildtyp-Fibroblasten
entsprechend ein signifikant verandertes Profil sezernierter Zytokine, welches sich
insbesondere an den Sekretom-Daten der HS-5 Zellen (Supplementary Figure S2 der
Publikation) sowie auf transkriptioneller Ebene in weiteren Fibroblasten-Zelllinien zeigte
(Figure3b/c und Figure 4 der Publikation). Die Veranderungen in der Zytokin-Sekretion von
LYNKC-Fibroblasten &hnelt den bereits zuvor beschriebenen Veranderungen durch NFkB-
Defizienz in Stromazellen, beispielsweise zeigte sich in beiden Untersuchungen eine
verminderte IL-1 Sekretion (vergl.:** sowie Figure 3b und 4b der Publikation). Diese
Uberlappung der durch LYN- und NFkB-Defizienz ausgeldsten Zytokin-Veranderungen
unterstiitzt die Annahme einer durch LYNXC reduzierten NFkB-Aktivitat als beteiligter

Mechanismus.
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Die Sekretion inflammatorischer Zytokine ist auch ein wesentliches Merkmal von aktivierten
Fibroblasten im CLL-TMM.*>% Dennoch zeigte sich im Ko-Kultur Modell, dass der direkte Zell-
Zell Kontakt zur Unterstitzung der CLL-Viabilitat nétig war, und sezernierte Zytokine alleine
keinen signifikanten Einfluss auf die Viabilitat von CLL-Zellen hatten (Figure 5a/b der
Publikation). Diese Beobachtung deckt sich mit einigen zuvor publizierten Arbeiten, in denen
ebenfalls ein direkter Kontakt zur Vermittlung von anti-apoptotischen Effekten in CLL-Zellen
notig war.*%68737 |ngsgesamt wird die Abh&ngigkeit des pro-leukédmischen Effektes vom
direkten Zell-Zell Kontakt in der Literatur aber kontrovers diskutiert, da andere Studien einen
deutlichen Effekt von konditionietem Medium auf CLL-Zellen, durch Zytokine wie
beispielsweise BAFF, APRIL,”" VEGF,”? IL-15 oder metabolische Effekte zeigten.?'®
Insbesondere zeigte sich in einer aktuellen Arbeit die Reduktion der spontanen CLL-Apoptose
durch Hinzugabe von durch NKtert-Stromazellen konditioniertem Medium, was sich auf die
anti-apoptotische Wirkung des von den Stromazellen sezernierte Chemokin CCL2
zuriickfihren lieR.??° Unter Verwendung von NKtert-Zellen und aufgereinigten CLL-Zellen
konnte der Effekt von konditioniertem Medium in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
reproduzieren werden (Figure 5b der Publikation). Es zeigte sich zwar eine reduzierte
Expression und Sekretion von CCL2 in LYNK® HS-5 Stromazellen (Figure 3b und 4a der
Publikation), durch deren konditionierten Medium zeigte sich jedoch ebenfalls kein Effekt auf
die CLL-Zell Viabilitat (Figure 5b der Publikation). Zuvor wurde in einer anderen Publikation
die Sekretion von CCL2 durch HS-5 Zellen beschrieben, es zeigte sich jedoch ebenfalls kein
direkter Effekt auf die CLL Zellen, sondern lediglich ein indirekter Effekt Uber Beeinflussung
von Monozyten.*®® Dieser kdnnte die unterschiedlichen Effekte des konditionierten Mediums
durch unterschiedliche Kultur-Bedingungen im Allgemeinen und die Verwendung
aufgereinigter B-Zellen ohne Monozyten (wie in der vorliegenden Arbeit) oder die Verwendung
von PBMCs mit verbleibenden Monozyten (wie bei Parvin et al??®) im Speziellen erklaren. Dies
hebt die Bedeutung der Interaktion zwischen Stromazellen, CLL-Zellen und weiteren Zellen
des TMMs hervor, und macht deutlich, dass das TMM als multizellulares Netzwerk zu
erforschen ist.

Dies zeigte sich auch an dem deutlich differentiellen Effekt von LYNX® konditioniertem Medium
auf die Aktivierung von T-Zellen. Sowohl der direkte Kontakt zu HS-5 Zellen wie auch
konditioniertes Medium von HS-5 Zellen konnte eine unspezifische Aktivierung von T-Zellen
gesunder Spender auslésen. Diese Aktivierung zeigte sich bei Verwendung von LYNX°-HS-5
Zellen sowohl im direkten Kontakt, wie auch durch konditioniertes Medium vermindert (Figure
5c der Publikation). Die veranderte Zytokin-Sekretion scheint somit eine veranderte T-Zell

Aktivierung zu bewirken, ein weiterer Ausdruck der Bedeutung multi-zellularer Interaktionen
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im TMM. Wie sich diese veranderte T-Zell Aktivierung auf die Interaktion zwischen CLL und T-
Zellen auswirkt und wie sich LYN in Stroma-Zellen somit auch indirekt auf die CLL auswirken
kdnnte, Ubersteigt jedoch den Ansatz der vorliegenden Arbeit und ist Gegenstand aktueller

Forschungsarbeiten.

4.3. LYN als Regulator in matrizellularen Signalwegen

Neben einer Adaptation inflammatorischer Signalkaskaden zeigten LYN"- im Vergleich zu
LYN"YT-Fibroblasten insbesondere eine signifikante Veranderung der Expression von EZM-
Komponenten sowie der Aktivitat matrizellularer Signalwege (wie Epitheliale-Mesenchymale-
Transition (EMT) oder TGF- Signalweg). Im Folgenden wird daher die Rolle der LYN-Kinase

in matrizellularen Signalkaskaden naher diskutiert:

4.3.1. Veranderungen der extrazellularen Matrix
Vorherige Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der LYN-Funktion und der

exzessiven Produktion extrazellularer Matrix in verschiedenen Fibrose-Modellen. In einem

murinen COPD Modell zeigte sich eine Lyn-vermittelte Aktivierung von EZM-Programmen, die
einen bindegewebigen Umbau der Lunge férderten (u. a. a-SMA- und Vimentin-Expression
sowie EMT-Signatur)."®'%% |n einem murinen Modell chronischer Pankreatitis zeigte sich, dass
Lyn-Inhibition die typische Entwicklung einer Fibrose signifikant reduzieren konnte,'" und in
einem Modell einer toxischen Leberfibrose konnte ein gleichartiger pro-fibrotischer Lyn-Effekt
gezeigt werden.??' Zusatzlich zu diesen direkten pro-fibrotischen Effekten wirkt auch die
Inflammations-balancierende Funktion von LYN in hamatopoetischen Zellen regulierend auf
eine durch chronische Entziindung bestarkte Fibrosierung."®’

Die hier vorgestellten Daten sind kongruent zu diesen Arbeiten und zeigen einen deutlichen
Effekt von LYN auf die EZM-Produktion von Fibroblasten: Der Knockout der LYN-Kinase in
den verschiedenen untersuchten Fibroblasten in vitro zeigte eine veranderte Sekretion und
Transkription verschiedener EZM-Proteine (wie BGN, THBS-1 oder Kollagen 4 und 6) (Figure
3e und Supplementary Figure S2c-e der Publikation) und auch aus Mausen isolierte
Fibroblasten zeigten eine veranderte Transkription von EZM Genen durch Lyn-Defizienz
(Supplementary Figure S2n der Publikation). Neben der pro-inflammatorischen Funktion der
LYN-Kinase belegen daher die vorherigen und die vorliegende Studie tbereinstimmend, dass
LYN auch an der Regulation der EZM-Produktion in nicht-hamatopoetischen Zellen beteiligt
ist.

Neben der EZM-Produktion zeigte auch die epitheliale-mesenchymale Transition - die im

Rahmen der Wundheilung physiologische Reprogrammierung epithelialer Zellen zu

mesenchymalen Zellen mit gesteigerter Migration und adaptierter Interkation mit der EZM -
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eine LYN-vermittelte Regulation. In Brustkrebszellen ist LYN u. a. an der Mechanosensation
und nachfolgend der Regulation der mesenchymalen Repolarisation involviert. Eine steifere
EZM flhrt Uber Ephrin-Rezeptoren zur LYN-Phosphorylierung, was nachfolgend die Migration
und Invasion der Tumorzellen fordert.'®* 8518 |n den Brustkrebszellen ist mechanistisch eine
Phosphorylierung und dadurch Freisetzung des EMT-Transkriptionsfaktor TWIST, einem
Haupt-Mediator des TGF-B-Signalweges, durch LYN beschrieben.'®® AuRerdem reguliert LYN
die Aktivitat des funktionell vergleichbaren EMT-Transkriptionsfaktors Snail.???

Entsprechend dieser EMT-stimulierenden Funktion von LYN zeigte sich in der vorliegenden
Arbeit eine signifikant verminderte Expression des Gensets ,Epithelial Mesenchymal
Transition“ in den Transkriptom-Daten der LYNX® HS-5 Fibroblasten (Figure 3f der
Publikation).

Mechanistisch lassen sich sowohl die Induktion von Fibrose als auch von EMT als Effekte des

TGFE-B Signalwegs ableiten, ein zentraler matrizellularer Signalweg. Insgesamt ahnelte der

Phanotyp LYN-defizienter HS-5 Zellen in Teilen den zuvor beschriebenen Effekten von TGF-
B Inhibition auf Fibroblasten, zum Beispiel in einer reduzierten EMT-Signatur, einer
verminderter Expression von TGF- Zielgenen wie MMPs, VCAN, BGN und LRRC15 sowie
einer gesteigerten Interferon-Signatur.'**??* Die Beobachtung, dass LYNK® HS-5 Zellen eine
verminderte Stimulierbarkeit durch TGF-B mit ausbleibender Uberexpression der TGF-B
Zielgene PDGFR-B und FAP zeigten (Figure 4d der Publikation), ist ein weiterer Hinweis auf
eine Regulation des TGF-B-Signalweges durch LYN. Diesem Effekt kdnnte die Reduktion der
vorbeschriebenen, LYN-vermittelten Aktivierung der  entsprechenden TGF-3-
Transkriptionsfaktoren (TWIST/Snail) zugrunde liegen,'®??? ihre Aktivitat wurde in den LYNK®
HS-5 Zellen jedoch nicht untersucht. AuBerdem ist die im LYNX® Modell vermindert aktive p38
Kinase (Figure 7a/b der Publikation) ein Bestandteil des nicht-kanonischen TGF-$
Signalweges.?** Dieser Teil des TGF-B Signalweges vermittelt seine Aktivitat unabhangig von
den SMAD-Proteinen des kanonischen Signalweges und fuhrt zur Aktivierung verschiedener
nachgeschalteter Signalwege wie dem MAPK-, PI3K- oder NFkB-Signalweg. Insbesondere
TAK1 (TGF-B-aktivierte Kinase 1) ist eine frlhe Kinase im nicht-kanonischen TGF-3
Signalweg, die p38 und NFkB Aktivitat stimulieren kann. In Mastzellen konnte die Regulation
der TAK1 Aktivitat durch die LYN-Kinase gezeigt werden,'®"??°> was einen &hnlichen Einfluss
von LYN auf den (nicht-kanonischen) TGF-3 Signalweg in Fibroblasten plausibel erscheinen
l&sst. Weitere Untersuchungen zur Validierung einer veranderten TGF-f3 Signalwegs-Aktivitat
sowie der Aktivitat von TAK1 in Fibroblasten sind jedoch noétig, um die mechanistische Rolle
von LYN im TGF-B-Signalweg in Fibroblasten aufzuschlisseln.

Neben dem TGF-f Signalweg ist ein weiterer bedeutsamer Mechanismus zur Regulation der

Interaktion mit der extrazellularen Matrix die Integrin-Aktivitat, die ebenfalls LYN abhangige
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Effekte zeigt. In Monozyten und Neutrophilen Granulozyten hat LYN eine inhibitorische
Funktion auf Integrine, was sich insbesondere durch die gesteigerte Adhasion von LYN-
defizienten Monozyten an Oberflachen oder auch endothelialen Zellen zeigt.'”>17817°
Mechanistisch ist dies durch eine reduzierte Aktivitat der SHP-1 Phosphatase als Folge einer
verminderten Phosphorylierung der ITIM von SIRP1-a durch LYN erklart worden.'”® LYNK®
HS-5 Zellen zeigten ebenfalls eine verstarkte Adhasion, sodass beispielsweise primare CLL-
Zellen signifikant mehr an LYNK® HS-5 Zellen im Vergleich zu LYN"T HS-5 Zellen anhafteten
(Figure 5d der Publikation), und auch in der allgemeinen Handhabung fiel eine verstarkte
Adhasion der LYN"® Zellen an das Zellkulturplastik auf (nicht quantifiziert). Es zeigte sich eine
leicht gesteigerte Expression von Adhasions-Molekilen wie LFA-1, ICAM-1 und VCAM-1 in
LYNK® Zellen (Fig 5 e-h der Publikation), die eine gesteigerte Adhdsion méglicherweise
erklaren kénnten. Entgegen vorherigen Beobachtungen, in denen die Adhasion von CLL-
Zellen an Stromazellen generell sowie die Aktivitat der Signalachsen LFA-1/ICAM-1 sowie
VLA-4/VCAM-1 im Speziellen die CLL-Viabilitét unterstiitzt,*>%48¢° zeigte sich in den LYN-
defizienten Fibroblasten trotz erhohter Adhasion ein verminderter Support, wahrend die
Blockade dieser Adhasions-Proteine den leukamischen Support nicht reduzierte

(unverdffentlichte Daten).

4.3.2. Modulation der THBS-1 und BGN Expression

Die veranderte Sekretion von EZM-Proteinen durch LYN hat einen direkten Einfluss auf die
Viabilitdt der CLL-Zellen, wie anhand eines verminderten Uberlebens primarer CLL-Zellen in
Ko-Kultur mit der isolierten extrazellularen Matrix LYN-defizienter Fibroblasten im Vergleich zu
WT-Fibroblasten gezeigt werden konnte (Figure 6a der Publikation). Die Bedeutung der EZM
konnte exemplarisch an den beiden EZM Proteinen Biglykan (BGN) und Thrombospondin-1
(THBS-1) naher untersucht werden. Obwohl die beiden Matrix-Proteine unterschiedliche
Wirkungen auf die leukamischen Zellen vermitteln - BGN wirkt leukamie-supportiv (Figure 6¢
der Publikation), wahrend THBS-1 CLL-restriktiv wirkt (Figure 6g/h der Publikation) - werden
sie durch LYN auf eine Leukdmie-unterstitzende Weise reguliert. Entsprechend zeigten
LYNK® Fibroblasten eine verminderte Expression von BGN (Figure 3 und Figure 6b der
Publikation), wahrend sich eine Uberexpression von THBS-1 zeigte (Figure 3 und Figure 6e-
f). Somit fihrte der Mangel an LYN-Kinase in den Fibroblasten Uber das Remodelling der EZM
und die Anpassung verschiedener EZM-Proteine zu einer verminderten Leukamie-
Unterstutzung. Dies betont die generelle Bedeutung der EZM und ihrer Zusammensetzung an
der Pathogenese der CLL und der Schaffung eines supportiven TMM. Dennoch ist der
allgemeine Beitrag der EZM an der Pathogenese und Progression der CLL nur wenig erforscht.

Einige EZM-assoziierte Proteine scheinen mit einem besseren klinischen Outcome assoziiert
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zu sein,?%®

wahrend die Aktivierung des EZM-Rezeptors CD44 oder von Integrinen auf
leukdmischen Zellen eine anti-apoptotische und somit leukdmie-unterstitzende Funktion
vermitteln.??"228 Grundsatzlich spielt die extrazellulare Matrix im TMM hamatologischer und
lymphoider Neoplasien eine wichtige Rolle und ist an der Bildung verschiedener
Tumordkosysteme beteiligt."*'%2229 Die in vitro Daten dieser Arbeit implizieren, dass die
Gesamtheit der EZM-Zusammensetzung und das Gleichgewicht pro- und anti-leukdmischer
Molekule die CLL-Mikroumgebung pragen kénnen. Eine tiefgreifendere Beschreibung der

EZM im CLL-Mikromilieu ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten.

4.3.3. Transkriptionelle Regulation von THBS-1

Im Speziellen beschreibt diese Arbeit eine Disinhibition des Matrix-Proteins THBS-1 durch
LYN-Ablation und die konsekutiv reduzierte Aktivitat des AP-1 Transkriptionsfaktors (Figure 6-
8 der Publikation).

AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der sich als Heterodimer aus Proteinen der ATF/Fos/Jun
Familie zusammensetzt. In der Arbeit zeigte sich in der auf einer ATAC-Sequenzierung
basierten Transkriptionsfaktor-Footprinting-Analyse eine reduzierte Expression von AP-1
Signaturen (Figure 7d/e der Publikation). Ubereinstimmend zeigte sich eine reduzierte
(nukleére) Proteinexpression und Transkription der AP-1 Komponente c-JUN in LYNK©
Fibroblasten (Figure 8a/b der Publikation). Soweit bekannt, ist dies die erste Publikation, die
eine Reduktion der AP-1/c-JUN Aktivitat durch LYN-Defizienz beschreibt. Da die AP-1/c-JUN
Aktivierung die Endstrecke des MAPK/p38 Signalweges ist, passt dies zu der zuvor
beschriebenen und teilweise in der Literatur bekannten, reduzierten Aktivitat der p38 Kinase
und inflammatorischer Signalwege sowie des nicht-kanonischen TGF-f Signalweges.

AP-1 ist ein bekannter Transkriptionsfaktor von THBS-1, flir den bereits in vorherigen Arbeiten
ein Zelltyp-spezifischer Einfluss auf die Transkription von THBS-1 beschrieben wurde. 2%°-232
Wahrend die Stimulierung einer hepatozellularen Karzinom-Zelllinie mit Phorbol-12-myristat
13-acetat (PMA) durch Induktion von AP-1 die Expression von THBS-1 induzierte,?®' bewirkte
die gleiche Stimulation an endothelialen Zellen eine Reduktion der THBS-1 Expression.?* In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Knockdown von c-JUN die Expression von
THBS-1 in HS-5 und NKtert Fibroblasten disinhibiert (Figure 8e/f der Publikation), und dass
die Wiederherstellung von c-JUN in LYNK® HS-5 Fibroblasten die THBS-1 Expression erneut

supprimierte (Figure 8g der Publikation).

(1) THBS-1 im CLL-Mikromilieu
Vorherige Arbeiten konnten zeigen, dass die Bindung von THBS-1 an den CD47-

Oberflachenrezeptor auf CLL-Zellen eine Caspase-unabhangige Form des Zelltodes auslésen
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233-235 Auf molekularem Level scheinen eine Immobilisation des CD47-Rezeptors,

kann.
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts sowie die Deregulation des intrazellularen Ca?*-Signals
und Aktivierung von PKA und PLCy an der Apoptose beteiligt zu sein.?**2%* Die Induktion des
Zelltodes scheint spezifisch fir B-CLL und T-ALL zu sein,>® und die Verwendung
entsprechender THBS-1-ahnlicher Peptide zeigte keine Wirkung auf gesunde

Leukozyten 23323

Entsprechend passend zeigten sich in dieser Arbeit eine durch
rekombinantes THBS-1 sowie THBS-1-Uberexpression induzierte, reduzierte CLL-Viabilitat
(Figure 6g/h der Publikation), sowie eine teilweise Wiederherstellung der CLL-Viabilitat durch
Knockdown von THBS-1 sowie Blockade der CD47-Achse (Figure 6i/j der Publikation).
Verglichen mit dem durch LYN-Knockout induzierten Effekt, beeinflusst die Modulation der
THBS-1/CD47 Achse die CLL-Viabilitdt jedoch nur geringfugig, was impliziert, dass THBS-
1/CDA47 nicht die einzige durch LYN regulierte Effektor-Funktion der Stromazellen ist. Vielmehr
scheint die LYN vermittelte Reprogrammierung uber verschiedene Effekte einen Einfluss auf
die CLL-Zellen zu haben.

Die translationale Beobachtung einer im CLL-Lymphknoten reduzierten Expression von THBS-
1 (Figure 6k und Supplementary Figure S4j der Publikation) suggeriert, dass eine
Rekonstitution von THBS-1 eine potenzielle Therapiemdglichkeit der CLL darstellt. Die
therapeutische Nutzung THBS-1-imitierender Peptide wird in den zuvor erwahnten Studien
bereits in vitro und in vivo getestet.?**#* In klinischen Studien ist die CD47-Achse dariiber
hinaus insbesondere aufgrund der ,Don’t eat me“ Checkpoint Funktion durch Interaktion mit
SIRP-a auf Makrophagen Gegenstand aktueller Forschung. Dabei zeigte sich, dass auch ein
Teil der hierzu genutzten anti-CD47 Antikérper den CLL-Zelltod induzieren kdnnen.?’
Entsprechend der hier gezeigten Daten kdnnte auch eine Beeinflussung des TMMs, z. B. durch
LYN-Kinase-Inhibition die THBS-1/CD47 Achse beeinflussen und mdglicherweise in

Kombinationstherapien eine hilfreiche Synergie mit anti-CD47 Antikérpern bewirken.
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4.4. Translationale Relevanz der Arbeit

4.4.1. LYN-Inhibition in der CLL-Therapie

Die Beobachtung, dass das Fehlen von LYN-Kinase in Fibroblasten des CLL TMM das
leukdmische Uberleben in vitro, sowie das Fehlen der Kinase im nicht-hdmatopoetischen
Mikromilieu die Krankheitsprogression im Mausmodell verlangsamt, impliziert, dass die
Inhibition der Kinase potenziell einen therapeutischen Effekt in CLL-Patienten haben kénnte.
Die Tatsache, dass LYN in Makrophagen sowie im hamatopoetischen Mikromilieu einen
vergleichbaren Effekt hat,?'® macht die Kinase als therapeutisches Ziel zusétzlich interessant.
Die gezeigte erhohte Expression von LYN in Fibroblasten (Figure 1d/e der Publikation) und
Makrophagen (noch nicht veréffentlichte Studie) im TMM humaner CLL-Patienten im Vergleich
zu gesunden Lymphknoten ist ein weiterer translationaler Hinweis auf die Relevanz der
beschriebenen Mechanismen in CLL-Patienten.

Der Multi-Tyrosinkinase Inhibitor Dasatinib ist ein potenter Inhibitor der LYN-Kinase und
aullerdem zur Behandlung der CML und Philadelphia-Chromosom-positiven B-ALL
zugelassen. Weitere Src-Familien-Kinase-Inhibitoren, wie beispielsweise Bafetinib, Bosutenib,
Saracatinib oder weitere experimentelle Substanzen, haben ebenfalls LYN als eines ihrer
verschiedenen Ziele, diese Inhibitoren sind jedoch klinisch aktuell nicht zugelassen.
Dasatinib wurde in klinischen Studien bereits zur Therapie refraktarer CLL Patienten
untersucht und zeigte eine biologische Aktivitat mit insbesondere Reduktion der

207,208,238

Lymphadenopathie. Aufgrund geringer zytotoxischer Aktivitdt und geringer
Gesamtansprechen-Raten im Vergleich zu BTK-Inhibitoren wurde die Nutzung jedoch
anschlieflend klinisch nicht weiter untersucht.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass in vitro die Behandlung von Fibroblasten mit Dasatinib ahnlich
dem genetischen LYN-Knockout zu einer Reduktion der KAF Marker FAP und PDGFR- fihrte
(Figure 4g der Publikation). Damit kdnnte Dasatinib die Unterstitzung der CLL-Zellen durch
das TMM und insbesondere stromaler Zellen im TMM reduzieren, was unter Umstanden die
in klinischen Studien beobachtete praferentielle Wirksamkeit von Dasatinib auf die
Lymphadenopathie erklaren kdnnte.

Die Unterstitzung von CLL-Zellen durch ihr Mikromilieu zu unterbrechen und sie somit
empfindlicher fir andere Therapien - wie beispielsweise Immuntherapien - zu machen, kdnnte
eine zukunftige Strategie zur Therapie refraktarer Patienten sein, fur die es aktuell nur
unzureichende Therapie-Optionen gibt.®

Die Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass Dasatinib durch die Inhibition von LYN-Kinase
als Modulator des CLL TMMs ein potenzieller Kombinationspartner in neuen
Therapiestrategien sein kdnnte. Die zuvor in klinischen Studien gezeigte biologische-Aktivitat

in der CLL sowie die beschriebene immun-modulatorischen Eigenschaften machen
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insbesondere eine Kombination mit Immuntherapie vielversprechend.®®* Eine derartige

Anwendung von Dasatinib ist Gegenstand geplanter klinischer Studien.

4.4.2. LYN-Inhibition zur KAF Reprogrammierung

Die vorliegende Arbeit zeigt auch, dass die LYN-Defizienz die Reprogrammierung und
Adaptation KAF-assoziierter Funktionen wie Zytokin- und EZM-Sekretion in HS-5 Fibroblasten
bewirkt. Zwar sind HS-5 Fibroblasten kein etabliertes System zur Untersuchung der KAF-
Aktivierung, allerdings deutet eine ahnliche Veranderung in der Expression von KAF-Markern
in NKtert Zellen und zweier immortalisierter, primar humaner KAF-Zellen aus Pankreas-
Karzinomen auf eine mdgliche Verallgemeinerung dieser Ergebnisse hin (Figure 4d der
Publikation). Diese kdnnten somit eine Funktion der LYN-Kinase in der Aktivierung von KAF
im Tumormikromilieu implizieren und LYN als mogliches therapeutisches Ziel zur Modulation
der KAF-Programmierung suggerieren. Entsprechend zeigten LYN-defiziente HS-5 Zellen
eine signifikant verminderte Expression einer KAF-Signatur (Supplementary Figure S3a der
Publikation).

Wie in Abschnitt 2.3. dargestellt, sind an der KAF-Aktivierung je nach Subtyp verschiedene
Signalwege beteiligt: wahrend in myKAF insbesondere eine TGF-§ Signalaktivitat vorherrscht,
zeigen sich in iKAF inflammatorische Signalwege.

In LYN defizienten Fibroblasten zeigte sich einerseits eine Reduktion inflammatorischer
Signaturen, die insbesondere Folge einer Reduktion der NFkB- und MAPK-Signalwege zu sein
scheinen. Da diese Signalwege auch eine Funktion in der Aktivierung von iKAF spielen,®®
konnte entsprechend eine Reduktion von typischen iKAF-Markern in HS-5, NKtert und imCAF
gezeigt werden (Figure 4b der Publikation).

MyKAF dagegen zeigen eine Aktivierung des TGF-B-Signalweges. In Abschnitt 4.3. wurden
bereits die LYN-abhangigen Veranderungen matrizellularer Signalwege und insbesondere des
TGF-B Signalweges in den LYNX® HS-5 Fibroblasten diskutiert. Passend zeigten LYN-
defiziente HS-5 Zellen auch eine Dysregulation typischer myKAF Marker, wie beispielsweise
Kollagenen, LRRC15, POSTN oder VCAN (Supplementary Figure S2 der Publikation).'"’
Interessanterweise resultierte in anderen Arbeiten die Inhibition des TGF-B-Signalweg in
primaren KAF in einer Repolarisierung von Fibroblasten zu einem Phanotyp mit gesteigerter
Interferon-Signatur.® Ahnlich zeigte sich in den LYN-defizienten HS-5 Zellen ebenfalls eine
vermehrte Expression von Interferon-Signaturen (Figure 3f und Supplementary Figure S2j der
Publikation) sowie eine verstarkte Aktivitat von Interferon als Upstream Regulator (Figure 7a
der Publikation). Dies hebt Ahnlichkeiten zwischen einer Inhibition der KAF-Programmierung
in myKAF und der beobachteten LYN-Effekte hervor.

57



Dementsprechend zeigte sich in einer Studie auch eine partielle Reversibilitat des KAF
Phanotypen in Lungenkrebs durch die in vitro Behandlung mit Dasatinib,?*° was sich auf Basis
dieser Daten durch die Inhibition der LYN-Kinase durch Dasatinib erklaren lieRRe.

Die Modulation der KAF-Aktivierung in soliden Entitaten ist von groRRer therapeutischer
Relevanz, da KAF in diesen Entitdten einen wichtigen Beitrag im TMM zur Progression der
Erkrankung leisten (s. Abschnitt 2.3.)."" Da Versuche der Depletion von KAF im TMM
erniichternde Ergebnisse zeigten,'?*'?! kénnte insbesondere die Reprogrammierung von KAF-
Phanotypen ein wichtiger Bestandteil neuer Therapiestrategien sein. Beispielsweise tragen
myKAF zur Resistenz gegen Immuntherapien bei und die Reprogrammierung von myKAF
durch Inhibition von TGF-B ermdglicht ein besseres Ansprechen auf diese Therapien in
vivo."®12* Es ware denkbar zu spekulieren, dass die Inhibition der LYN-Kinase eine neue
Moglichkeit der KAF-Inhibition und Reprogrammierung darstellen konnte, die in soliden
Entitdten erprobt werden sollte. Zuvor muss jedoch die Relevanz von LYN fur den KAF-
Phanotypen in soliden Tumoren bestatigt werden. Dazu koénnte der Einfluss einer LYN-
Deletion oder Inhibition in etablierten KAF-Modellen wie der Co-Kultur von Fibroblasten mit
Zellen solider Tumorentitadten oder deren Uberstand erfolgen. AuBerdem koénnten Maus-
Modelle von Tumorentitdten mit gut etablierten KAF-Phanotypen wie Pankreas-/Mamma- oder
Kolon-Karzinom genutzt werden, um die Funktion von Lyn in vivo in diesen Entitaten zu

untersuchen.
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